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1. UVOD

1.1. Prefrontalna mozdana kora

1.1.1. Podjela prefrontalne mozdane kore

Prefrontalna moZdana kora (PFC, od engl. prefrontal cortex) dio je mozdane kore smjeSten u
rostralnom dijelu ¢eonog reznja. Rije€ je o funkcionalnom dijelu krajnjeg mozga koji se moze

definirati na viSe razlicitih nacina — anatomski, citoarhitektonski, funkcionalno 1 filogenetski.

Ovdje izdvajamo definiciju na temelju veza s drugim dijelovima mozga prema kojoj je PFC
dio mozdane kore koji prima reciprocne projekcije iz mediodorzalne jezgre talamusa (1-4).
Ova definicija Cesto se koristi budu¢i da relativno jasno i jednoznacno definira PFC kao
funkcionalnu cjelinu, dok su anatomske 1 citoarhitektonske granice PFC-a manje jasno
definirane te uglavnom primjenjive samo u Covjeka i drugih primata pa ne omogucavaju

adekvatnu usporedbu izmedu razlic¢itih Zivotinjskih vrsta (5-8).

PFC se moze podijeliti u lateralnu prefrontalnu koru (LPFC), koja prima projekcije iz
lateralnih dijelova mediodorzalne jezgre talamusa, i ventromedijalnu prefrontalnu koru
(vimPFC), koja prima projekcije iz medijalnih dijelova mediodorzalne jezgre talamusa.
Ovisno o literaturi, vmPFC ponekad se potpuno ili djelomi¢no poistovjecuje s tzv.
orbitofrontalnom korom (OFC, od engl. orbitofrontal cortex), a ponekad se vmPFC i OFC
razmatraju kao potpuno razli€iti entiteti. LPFC se dodatno dijeli na dorzolateralnu (DLPFC) i
ventrolateralnu (VLPFC) koru, dok se vmPFC dodatno dijeli na ventralnu/orbitalnu
(VPFC/oPFC) i medijalnu prefrontalnu koru (mPFC) (7). Opisani dijelovi PFC-a mogu se
dalje citoarhitektonski podijeliti u Brodmannova polja (BA, od engl. Brodmann areas)

(Tablica 1.1) (2, 8).

Tablica 1.1. Podjela prefrontalne mozdane kore.

Dijelovi prefrontalne mozdane kore Brodmannova polja
dorzolateralna 8,9, 10, 46
lateralna prefrontalna kora
ventrolateralna 44, 45, 47
. medijalna 12, 24, 25, 32, 33
ventromedijalna prefrontalna kora ventralna 1113, 14

U covjeka, BA10 zahvaca i znacajan dio medijalne stijenke mozga pa se taj dio BA10 moZze

opisivati kao dio mPFC-a (9, 10).



1.1.2. Anatomska obiljezja prefrontalne mozdane kore

U anatomskom smislu, LPFC obuhvaca prvenstveno sljedece vijuge: gyrus frontalis superior
(lateralni dio vijuge), gyrus frontalis medius i gyrus frontalis inferior. Ceone vijuge
medusobno odvajaju zlijebovi, sulcus frontalis superior i sulcus frontalis inferior. Svaka od
Ceonih vijuga zauzima otprilike tre¢inu volumena LPFC-a, a pojedine vijuge nerijetko su
dodatno izbrazdane, Sto je vidljivo na frontalnom presjeku mozga (11). DLPFC Ccine
prvenstveno lateralni dio vijuge, gyrus frontalis superior i vijuga, gyrus frontalis medius, dok
VLPFEC prvenstveno Cini vijuga, gyrus frontalis inferior. Gyrus frontalis superior jedina je od

ovih triju vijuga koja prelazi na medijalnu povrSinu mozga (Slika 1.1) (2, 11-13).

Medijalni PFC stoga Cini medijalni dio vijuge, gyrus frontalis superior. Dodatno, mPFC-u
pripadaju, u funkcionalnom smislu, i Brodmannova polja 24, 25 i 33 koja primaju projekcije
iz mediodorzalne jezgre talamusa, a smjeStena su u prednjem dijelu vijuge, gyrus cinguli —
podrucju koje se naziva prednja cingularna kora (ACC, od engl. anterior cingulate cortex)
(Slika 1.1) (14-17). Ipak, u anatomskom smislu gyrus cinguli pripada limbickom, a ne
c¢eonom reznju. Gyrus frontalis superior prema ventralno od vijuge, gyrus cinguli odvaja
prednji/gornji dio Zlijeba, sulcus cinguli. U klinickoj terminologiji na medijalnoj stijenci
mozga definira se dodatni Zlijeb koji se naziva paracingularnim Zlijebom. Taj Zlijeb je
paralelan s cingularnim Zlijebom i vrlo je varijabilne morfologije koja se povezuje s

odredenim patoloSkim stanjima kao S$to su halucinacije u shizofreniji (18-20).

Orbitalni PFC obuhvaca pak prvenstveno sljedece vijuge: gyrus rectus i gyri orbitales (Cesto
postoje Cetiri orbitalne vijuge: gyrus orbitalis anterior, posterior, medialis, lateralis). Ravna
vijuga, gyrus rectus odvojena je od lateralnije smjeStenih orbitalnih vijuga Zlijebom, sulcus
olfactorius u kojem je smjeSten njusni tracak, tractus olfactorius (Slika 1.1). Prema dorzalno i
medijalno, gyrus rectus granici s izdankom vijuge, gyrus frontalis superior (koji se ponekad
neformalno naziva rostralnom vijugom), a navedeni izdanak je jo§ prema dorzalno odvojen od

vijuge, gyrus cinguli donjim dijelom Zlijeba, sulcus cinguli (2, 9-11).

1.1.3. Osnovna citoarhitektonska i funkcionalna obiljeZja prefrontalne mozdane kore

Citoarhitektonski, moZdana kora u podru¢ju PFC-a pretezito je Sestoslojni homotipni
izokorteks, a manjim dijelom je rije¢ o heterotipnom (uglavnom agranularnom) izokorteksu.

Molekularni sloj (sloj I) u PFC-u je, kao i u drugim kortikalnim regijama, slabo celularan.
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Slika 1.1. Anatomija prefrontalne mozdane kore (slike u panelima A, B, C i D modificirane iz Gray i
Lewis, 1918.). Lateralna prefrontalna kora oznacena je crvenom, a ventromedijalna prefrontalna kora
plavom bojom. Isprekidana okomita crta predstavlja razinu frontalnog presjeka vidljivog u panelu E.
(A) Pogled na dorzalnu (gornju) povrsinu velikog mozga. (B) Pogled na ventralnu (orbitalnu, donju)
povrsinu velikog mozga. (C) Pogled na lateralnu povrsinu velikog mozga. (D) Pogled na medijalnu
povrsinu velikog mozga. PovrSina iscrtana plavim crtama predstavlja prednje cingularno podrucje. (E)
Frontalni presjek kroz prefrontalnu mozdanu koru.



Supragranularni slojevi II i III PFC-a, koji su ukljuceni u kortiko-kortikalne (asocijacijske)
projekcije, uglavnom su dobro razvijeni i relativno se jasno mogu razgrani¢iti u vecini
prefrontalnih polja. Nacelno, izraZenost sloja II neSto je veCa u rostralnijim, nego u
kaudalnijim poljima PFC-a (21-26). Sloj III u vecini prefrontalnih polja osobito je izrazen 1
cesto se moze podijeliti u barem dva, a nerijetko 1 tri podsloja: Illa (sadrzi male piramidne
stanice), IIIb (sadrzi piramidne stanice srednje veliCine) i Illc (sadrzi velike piramidne
stanice). Vecina prefrontalnih polja ima izraZzen granularni sloj (sloj IV), a slabije je razvijen u
disgranularnim poljima 14r i 44 te se ne nalazi u agranularnim poljima 11, 14c 1 47.
Infragranularni slojevi V i VI obicno se sastoje od po dva podsloja, od kojih je gornji (Va i

Vla) guiéi, a donji (Vb i VIb) rjedi (21-26).

PFC prvenstveno ima ulogu u tzv. izvrSnim funkcijama (engl. executive functions) — skupini
kognitivnih procesa ukljucenih u kontrolu ponasanja. U kognitivne procese koji su ukljuceni u
izvrSne funkcije ubrajaju se kontrola paznje, kognitivna inhibicija i kontrola, radno pamcenje,
kognitivna fleksibilnost te slozeni kognitivni procesi poput planiranja i rjeSavanja problema
(2, 27). Pritom je vmPFC prvenstveno ukljucen u kontrolu emocija, nagona i motivacije te
sustav nagradivanja (2, 9, 10, 27, 28), dok je LPFC uklju¢en u radnu memoriju, planiranje i
rasudivanje (2, 27, 29), ali i u procesuiranje govora i jezika (30). Vazno je naglasiti da, iako je
PFC najsnaZnije razvijen u primata, i u ostalih sisavaca postoje korelati za vmPFC, ali samo
primati imaju jasan korelat za LPFC (7, 31-33). Kognitivni procesi u koje je uklju¢en LPFC

osobito su snazno razvijeni u ¢ovjeka koji ujedno ima 1 izrazito razvijen LPFC (2, 3, 32).

Uzimajuéi u obzir navedene razlike izmedu funkcije i veza vmPFC-a i LPFC-a, moZe se
pretpostaviti da bi izmedu navedenih dijelova mozdane kore mogle postojati i razlike koje ¢e
se ocitovati na molekularnoj razini. Osobito zanimljive u takvom razmatranju su

citoarhitektonske regije BA9 1 BA14.

Citoarhitektonska regija BA9 (area frontalis granularis) smjeStena je preteZito u vijuzi, gyrus
frontalis superior i najve¢im dijelom zauzima lateralni dio ove vijuge te stoga pripada
prvenstveno DLPFC-u (Slika 1.2). Prema medijalno BA9 doseze do paracingularnog Zlijeba
gdje granici s BA32 koja pripada paralimbickoj mozdanoj kori (29, 34). Prema lateralno BA9
proteze se dijelom kroz vijugu, gyrus frontalis medius 1 zavrSava ventrolateralno u podrucju
vijuge, gyrus frontalis inferior. Prema kaudalno BA9 grani¢i s BAS8, a prema rostralno s
BA10. Prema ventrokaudalno BA9 zavrSava neposredno rostralno od vijuge, gyrus

precentralis gdje granici s BA6 (11, 21, 22).
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Slika 1.2. Prikaz anatomskog smjeStaja Brodmannovih polja 9 (oznac¢eno crvenom bojom) i 14
(oznaceno plavom bojom) u prefrontalnoj mozdanoj kori ¢ovjeka. Slike u panelima A i B modificirane
su iz Brodmann, 1909., a slike u panelima C i D modificirane su iz Ongiir i Price, 2000. (A) Pogled na
medijalnu povrS§inu mozga. Vidljiva je medijalna granica Brodmannova polja 9. (B) Pogled na
dorzolateralnu povrSinu mozga. Vidljive su granice Brodmannova polja 9 smjeStenog u vijugama,
gyrus frontalis superior i gyrus frontalis medius. (C) Pogled na medijalnu povr§inu mozga. Prikazan je
dio ravne vijuge, gyrus rectus koju zauzima Brodmannovo polje 14. Prikazana je i podjela
Brodmannova polja 14 u rostralni (BAl4r) i kaudalni dio (BAl4c). (D) Pogled na ventralnu
(orbitalnu) povrSinu mozga. Ponovno je prikazano Brodmannovo polje 14 s podjelom na BAl4r i
BAl4c.



BA9 iznimno je razvijena u primata iz skupine Simiiformes (koja ukljucuje Covjeka i
covjekolike majmune), a nema jasnu homologiju u drugih sisavaca (35). Funkcionalne studije
slikovnog prikaza pokazale su da je BA9 ukljucena u sloZene kognitivne procese kao $to su
induktivno razmisljanje, teorija uma te epizodno i radno pamcenje (36—40). Takoder, u BA9 i
srodnim regijama DLPFC-a do sada su opisane brojne promjene koje se povezuju s

neuropatoloskim i neurodivergentnim stanjima (41-44).

Citoarhitektonska regija BA14 u ¢ovjeka smjeStena je u kaudalne dvije trecine vijuge, gyrus
rectus te se stoga nalazi na samoj ventralnoj povrSini mozga i predstavlja tipi¢no polje
vmPFC-a (Slika 1.2). Treba napomenuti da je Brodmann izvorno opisao BA14 u majmuna iz
roda Cercopithecus te da je smatrao da ne postoji homologna regija u covjeka (21, 45). U
meduvremenu se nomenklatura kortikalnih polja viSe puta mijenjala te su razni autori ipak
opisali polje 14 u ¢ovjeka kao citoarhitektonsku regiju u podrucju vijuge, gyrus rectus (9, 10,
29, 46, 47). Tako Ongiir i sur. (2003.) definiraju BA14 kao polje smjeSteno u vrsku vijuge,
gyrus rectus koje prema lateralno granici s poljima 13a (kaudalno) i 13b (rostralno), a prema
medijalno s poljima 32m (kaudalno) i 10m (rostralno). Prema rostralno BA14 granici s poljem
11m. Takoder, BA14 moze se citoarhitektonski dodatno podijeliti u rostralni dio (BAl4r) i
kaudalni dio (BA14c) (9, 10). Za razliku od BA9, tocna uloga BA14 u ¢ovjeka nesto je manje
istraZena, ali smatra se da ima ulogu asocijacijske mozdane kore za visceralne osjete 1 posebni
osjet njuha. Vjerojatno je ukljucena i u obradu informacija iz autonomnog Ziv€anog sustava

(10).

1.2. Ziv&ane stanice u kori velikog mozga

Ziv€ane stanice (neuroni) kore velikog mozga mogu se podijeliti u dvije osnovne skupine —

ekscitacijske (pobudujuce) neurone i inhibicijske (koc¢ece) neurone (48, 49).

Ekscitacijski neuroni lu¢e neurotransmiter glutamat i tipi¢no ostvaruju sinapse u regijama
udaljenim od njihovih tijela pa ih se Cesto opisuje i kao projekcijske neurone (50). Budu¢i da
glutamatergicCki projekcijski neuroni ¢ine vec¢inu kortikalnih neurona (prema vecini izvora 70
— 80 % ukupnog broja neurona), nerijetko se nazivaju i glavnim stanicama (engl. principal
cells) (48, 49, 51). Dendriti vecine ekscitacijskih neurona obiluju dendritickim trnovima (50,
52-54). Morfoloska raznolikost ovih neurona je velika, ali ve¢ina se moZe svrstati u dvije

glavne skupine — piramidne neurone 1 modificirane piramidne neurone (48, 50, 55-58).



Osim toga, unutar skupine modificiranih piramidnih neurona dodatno se definiraju posebne
stanice (engl. special cells) koje imaju specificnu morfologiju te laminarnu i regionalnu
raspodjelu. Vrlo zanimljiv primjer takvih posebnih stanica su von Economo neuroni (VEN)
koji imaju jedinstvenu morfologiju bazalnog dendrita i aksona. VEN-ovi su posebno brojni u
covjekolikih majmuna, a u Covjeka su smjesSteni u izuzetno velikom broju u svega dvije

kortikalne regije — ACC-u i fronto-inzularnoj (FI) kori (17, 59).

Inhibicijski neuroni kao glavni neurotransmiter lu¢e gama-amino masla¢nu kiselinu (GABA,
od engl. gamma-aminobutyric acid) 1 uglavnom ostvaruju sinapse unutar iste kortikalne regije
te su dio lokalnih neuronskih krugova (engl. local circuit neurons) (49, 51, 60, 61). Stoga se
kao sinonim za inhibicijske neurone mozdane kore ¢esto koristi termin interneuroni (,,neuroni
umetnuti u lokalne kortikalne krugove®), iako postoje i inhibicijski kortikalni neuroni s
udaljenim projekcijama (engl. long-projecting GABAergic neurons) (62—64). Opcenito se pod
pojmom ,.kortikalni interneuron‘ podrazumijeva ne-piramidna stanica koja u odrasle osobe ne
sadrzi dendriticke trnove (49). Kortikalni interneuroni su, iako malobrojni (Cine svega
10 — 30 % kortikalnih neurona ovisno o regiji, sloju i Zivotinjskoj vrsti), iznimno heterogeni
po svojim molekularnim, funkcionalnim i morfoloSkim obiljeZjima (49, 51, 65, 66). Dapace, u
odnosu na glavne stanice moZdane kore, klasifikacija kortikalnih interneurona iznimno je

sloZena i jo$ uvijek neusuglaSena u literaturi (49, 51, 60, 67-78).

1.2.1. Podjele kortikalnih interneurona

Prema razliCitim svojstvima, kortikalni interneuroni mogu se podijeliti u velik broj podvrsta.
Najsveobuhvatniji prijedlog sistematizirane klasifikacije kortikalnih interneurona pruzila je
Petilla skupina za nomenklaturu interneurona (PING, od engl. Petilla Interneuron
Nomenclature Group) koja je 2008. pokuSala uspostaviti tzv. Petilla terminologiju koja bi
sluzila za sustavan i detaljan opis svojstava GABA-ergickih interneurona mozdane kore (60).
Prema Petilla terminologiji, podjele kortikalnih interneurona mogu se zasnivati na

morfoloSkim, molekularnim i elektrofizioloSkim kriterijima.

1.2.1.1. Morfoloska podjela kortikalnih interneurona

Jo$ uvijek postoje nesuglasice oko to¢ne morfoloSke klasifikacije kortikalnih interneurona i
razliciti autori daju razli¢ita tumacenja i kriterije za pojedine morfoloske oblike (49, 51, 60,

73, 79-92).



Ipak, sljedecih Sest morfoloSkih oblika gotovo se uvijek opisuje: Cajal-Retziusove stanice,
Martinottijeve stanice, bipolarne stanice (engl. bipolar cells), stanice s dva Cuperka (engl.
bitufted cells), koSaraste stanice (engl. basket cells) 1 stanice oblika svijecnjaka (engl.
chandelier cells). lako se Cajal-Retziusove stanice uobiCajeno opisuju kao morfoloska vrsta
kortikalnih (inhibicijskih) interneurona, valja napomenuti da njihov neurotransmiterski

fenotip nije u potpunosti razjasnjen.

Nerijetko se dodatno opisuju podvrste kosarastih stanica (male, velike i ugnijeZdene; engl.
small, large and nest basket cells), stanice oblika dvostrukog buketa (engl. double bouquet

cells) i neuroglijaformne stanice (93).

Nadalje, trnaste zvjezdaste stanice (engl. spiny stellate cells) su neuroni koji sudjeluju u
lokalnim kortikalnim krugovima te ih se ponekad opisuje zajedno s inhibicijskim kortikalnim
interneuronima. Medutim, razvojno su te stanice sli¢nije piramidnim neuronima, buduéi da
pocetno imaju dugacke aksone koji se tijekom razvoja skracuju (51, 94-96). Takoder, trnaste
zvjezdaste stanice ekscitacijski su glutamatergicki neuroni pa u tom pogledu dodatno
odudaraju od ostalih kortikalnih interneurona te stoga nisu ukljuene u Petilla

klasifikaciju (60).

Jedna od vaznih posljedica raznolike morfologije interneurona jest da razli¢iti morfoloSki
oblici interneurona stvaraju sinapse s razli¢itim dijelovima drugih neurona koje inhibiraju,
odnosno morfoloska obiljezja kortikalnih interneurona prvenstveno odrazavaju svojstva

njihovih aksonskih projekcija $to ujedno odreduje i njihova funkcionalna svojstva (Slika 1.3).

Tako Cajal-Retziusove 1 Martinottijeve stanice dominantno stvaraju sinapse sa zavrSnim
razgranjenjem (engl. dendritic tuft) apikalnog dendrita piramidnih neurona, koSaraste stanice
stvaraju sinapse u podrucju tijela i proksimalnih dijelova dendrita, bipolarne stanice i stanice s
dva Cuperka stvaraju sinapse samo s dendritima (npr. razgranatim bazalnim dendritima
piramidnih neurona), dok stanice oblika svije¢njaka stvaraju sinapse u podru¢ju aksonskog

inicijalnog segmenta drugih neurona (engl. axo-axonic cells) (51).

Iako je morfologija interneurona vazna za njihovu funkciju, oko znafenja 1 definicija
pojedinih morfoloSkih oblika postoji vjerojatno najviSe razilazenja u literaturi (49). Osim
toga, morfoloski opisi ne odgovaraju sasvim molekularnim biljezima koje pojedine populacije
interneurona izrazZavaju — primjerice, ne vrijedi nuzno da ¢e sve bipolarne stanice izraZavati

iste molekularne biljege i1 imati istu ulogu u lokalnim neuronskim krugovima.



Cajal-Retziusove
stanice

Martinottijeve
stanice

Stanice s dva cuperka
(engl. bitufted cells)

Bipolarne stanice
(engl. bipolar cells)

KoSaraste stanice
(engl. basket cells

Stanice oblika svijecnjaka
(engl. chandelier cells)

stanice koje ostvaruju sinapse u podrudju apikalnog dendrita i njegova zavrSnog razgranjenja

stanice koje ostvaruju sinapse u podrucju dendrita

stanice koje ostvaruju sinapse u podrucju tijelai proksimalnih dendrita

stanice koje ostvaruju sinapse u podrucju aksona

Slika 1.3. Shematski prikaz odabranih morfoloskih oblika kortikalnih interneurona: Cajal-Retziusove
stanice, Martinottijeve stanice, bipolarne stanice, stanice s dva Cuperka, koSaraste stanice i stanice
oblika svije¢njaka. Pojedini morfoloski oblici ostvaruju sinapse s razli¢itim dijelovima drugih neurona
¢ime postiZu razlicite oblike inhibicije.



1.2.1.2. Podjela kortikalnih interneurona prema molekularnim svojstvima

Najcesce koriStene podjele interneurona zasnovane su na njihovim molekularnim obiljezjima
koja ukljucuju ekspresiju transkripcijskih ¢imbenika, neurotransmitera (ili enzima koji ih
sintetiziraju), neuropeptida, Kkalcij-vezu¢ih proteina, receptora, strukturnih proteina,
povrSinskih biljega te membranskih i vezikularnih transportera (49, 60, 76, 77, 97). Vecina
istraZzivanja o molekularnim svojstvima interneurona provedena su na glodavcima, poglavito
na miSu (Mus musculus) i Stakoru (Rattus norvegicus) (64, 65, 69-72, 76, 77, 98-109), dok je
znatno manje istraZivanja, pogotovo sustavnih, proveden na primatima — uglavnom u ¢ovjeka
1 makaka majmuna (Macaca mulatta i1 Macaca fascicularis) (110-119). lako relevantna
literatura pokazuje da postoje odredene razlike u molekularnim svojstvima kortikalnih
interneurona ovisno o regiji, sloju i Zivotinjskoj vrsti (49, 60), unazad 10 godina prihvacena je
opca klasifikacija kortikalnih interneurona u tri velike, pretezito odvojene populacije (Slika
1.4):

1. interneuroni koji izraZavaju kalcij-veZuci protein parvalbumin (PV);

2. interneuroni koji izrazavaju peptid somatostatin (SOM);

3. interneuroni koji izrazavaju receptor za serotonin (5-HTsa-R).

Navedena tri markera obuhvacaju gotovo sve GABA-ergicke kortikalne interneurone (67,
120). Ipak, treba imati na umu da se ova podjela temelji na podatcima koji su ekstrapolirani iz
istrazivanja na glodavcima. Prema ovoj podjeli, PV* neuroni su najbrojniji kortikalni
interneuroni i ¢ine oko 40 % interneurona u glodavaca. SOM* neuroni i 5-HT3a-R* neuroni
¢ine po 30 % kortikalnih interneurona (120). Nijedna od ove tri populacije nije homogena te

obuhvac¢a morfoloski i molekularno raznovrsne subpopulacije stanica (51, 120).

Tako se PV* neuroni dijele na barem dvije elektrofizioloske podvrste (brzo-okidajuci, engl.
fast-spiking 1 fazno okidajuci, engl. bursting) i barem tri morfoloske podvrste (multipolarne
stanice, koSaraste stanice i stanice oblika svije¢njaka) (120). SOM* neuroni obuhvacaju dvije
velike morfoloSke podvrste — Martinottijeve stanice (koje mogu izrazavati X98 1 GIN
markere) (121) te ne-Martinottijeve stanice (koje mogu izrazavati X94 i GIN markere, a
ukljucuju i GABA-ergicke nerone s udaljenim projekcijama) (120). Ne-Martinottijeve stanice

u literaturi su slabo opisane i njihova morfologija je raznolika, ali nedostatno proucena.
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PV SOM 5-HT;a-R

|

Brzo-okidajuci Multipolarni fazno-okidajuci
(engl. fast-spiking)  (engl. multipolar bursting)

v 4
Martinottijeve Ne-Martinottijeve
stanice stanice
(X98 i GIN) (X94, GIN, daleko projicirajuce)

v

Kosaraste stanice  Stanice oblika svijeénjaka v v
(engl. basket cells) (engl. chandelier cells) VIP* VIP-
(pretezito
reelin?)

Slika 1.4. Pojednostavljeni shematski prikaz podjele interneurona na temelju njihovih molekularnih
obiljezja. Shema je nacrtana prema podatcima iz Rudy i sur., 2011. te Sultan i Shi, 2018., a prikazuje
podjelu koja je prvenstveno primjenjiva u glodavaca. (A) Tri glavne molekularne populacije
interneurona i odabrane subpopulacije. U glodavaca dio SOM™* neurona izrazava i CR, a sveukupno je
SOM* populacija neurona opseZznija od CR* populacije. (B) Podjela triju glavnih populacija
kortikalnih interneurona (PV*, SOM* i 5-HT3a-R*) na subpopulacije.
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Kona¢no, 5-HTza-R* neuroni obuhvacaju viSe molekularnih podvrsta, ali se mogu
pojednostavljeno klasificirati u dvije velike skupine — neuroni koji izraZavaju vazoaktivni
intestinalni polipeptid (VIP*) i neuroni koji ga ne izrazavaju (VIP") (120). VIP™ neuroni
najvecim dijelom izrazavaju glikoprotein reelin koji sudjeluje u tvorbi izvanstani¢nog

matriksa (ECM, od engl. extracellular matrix) (120).

Unato¢ tome Sto PV, SOM i 5-HTza-R obiljezavaju tri glavne populacije interneurona u
glodavaca, u istraZzivanjima na primatima 1 dalje se koristi klasi¢na podjela prema ekspresiji
kalcij-vezucih proteina — kalretinina (CR), kalbindina (CB) i parvalbumina (PV) (111-113,
118, 119).

Preko 80 % kortikalnih GABA-ergickih interneurona eksprimira jedan od triju navedenih
kalcij-vezuc¢ih proteina, ¢ime se definiraju tri glavne populacije kortikalnih interneurona
(111-113, 118, 119). Prednost koriStenja ove podjele interneurona jest u tome Sto se kalcij-
vezuci proteini, koji su stalno prisutni u velikoj kolicini u citoplazmi stanice, znatno jasnije
prikazuju imunohistokemijskim metodama od manjih molekula poput peptida (npr. SOM i
VIP) (122). Ovo je posebice vazno za tkivo s velikim postmortalnim intervalom, kao Sto je
tkivo ljudskog mozga koje nacelno ima postmortalni interval od najmanje 6 h, osim u slucaju

teZze dostupnih intraoperativnih uzoraka.

U mozgu primata obi¢no se CR* neuroni razmatraju kao subpopulacija 5-HTsa-R* ili VIP*
neurona, a CB* neuroni kao subpopulacija SOM* neurona, dok su PV* neuroni zasebna

populacija, kao i u glodavaca (123).

Istrazivanja pokazuju veoma raznolike raspodjele CR*, CB* i PV* neurona. U frontalnoj kori
Stakora naden je visok stupanj kolokalizacije odredenih kalcij-vezucih proteina (poglavito
CB-a s PV-om), dok u DLPFC-u majmuna takve kolokalizacije nisu zabiljeZzene (71, 72, 111,
119). Relativno visok stupanj kolokalizacije naden je i izmedu SOM i CR u miSa (77, 124).
Takoder, u frontalnoj kori miSa i Stakora, PV* neuroni predstavljaju glavnu populaciju
interneurona, dok u prefrontalnoj kori primata dominiraju CR* neuroni (119). Nejasno je,
stoga, imaju li pojedine populacije interneurona ista fizioloska, morfoloska i funkcionalna
svojstva u razliitim vrstama. Razumijevanje uloge interneurona u Covjeka od iznimne je
vaznosti te je kljuéno za razumijevanje patofizologije neuropsihijatrijskih bolesti specificnih

za covjeka (44, 125-130).
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1.2.2. Uloga kortikalnih interneurona u regulaciji rada kortikalne neuralne mrezZe i
lokalnih neuronskih krugova
Interneuroni su klju¢ni regulatori kortikalne neuralne mreze, tj. njezinih izlaznih informacija
(49, 61, 131). Tijekom evolucije, broj interneurona povecao se u primata vise nego broj
projekcijskih piramidnih neurona i to prvenstveno na racun kalretininske populacije
interneurona (123). U slojevima II i III komplementarnog polja 14 moZdane kore Covjeka,
kalretininski neuroni ostvaruju udio od 20 % svih neurona, a u odnosu na Stakorski mozak to
je povecanje od osam puta (114, 132). Takoder, pokazano je da su u primata kalretininski
neuroni dva puta brojniji u frontoparijetalnoj kori nego u ostalim dijelovima kore velikog

mozga (133).

Zbog navedenih opaZanja smatra se da su promjene u interneuronima iznimno vazne u
reorganizaciji kortikalne mreze u evoluciji sisavaca te da omogucuju sloZeniju i efikasniju
obradu informacija (68). Smatra se da bi osobitu vaznost u tome mogli imati kortikalni
interneuroni supragranularnih slojeva, buduc¢i da upravo u slojevima II i IIT dolazi do najveceg
povecanja udjela GABA-ergi¢kih neurona. Naime, iako inhibicijski neuroni ¢ine 20 — 30 %
ukupnog broja kortikalnih neurona u primata, u supragranularnim slojevima oni mogu ¢initi
cak 34 — 44 % svih neurona, dok su u infragranularnim slojevima (V i VI) op¢enito manje

zastupljeni u odnosu na ukupnu populaciju neurona (65-67, 115).

U kortikalne krugove supragranularnih slojeva ukljucene su tri glavne skupine neurona (Slika
1.5): SOM™ neuroni slojeva II i III (ve¢inom Martinottijeve stanice), VIP* neuroni slojeva II i
III (ve¢inom bipolarne stanice i stanice s dva ¢uperka) te PV* neuroni (ve¢inom koSaraste
stanice). Piramidni neuroni slojeva II i III svojim aksonskim kolateralama ekscitiraju SOM*
neurone slojeva II 1 III koji svojim uzlaznim aksonima povratno inhibiraju apikalne dendrite
piramidnih neurona koji se zavr$no granaju u sloju I. Navedeni neuroni inhibiraju i apikalne
dendrite piramidnih neurona infragranularnih slojeva. VIP* neuroni slojeva II i III pak
inhibiraju SOM™ neurone slojeva II i III ¢ime postiZu disinhibiciju piramidalnih neurona, dok
SOM* neuroni inhibiraju VIP* neurone. PV* neuroni inhibiraju tijelo i proksimalne dendrite
piramidnih neurona, a PV* neurone inhibiraju SOM* neuroni sloja IV, koji se razlikuju od

prethodno opisani SOM™* neurona slojeva II i III (67, 134-136).
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Slika 1.5. Shematski prikaz najznacajnijih kortikalnih neuronskih krugova u supragranularnim
slojevima mozdane kore.

Buduci da je ve€ina sustavnih istraZivanja o interneuronima provedena na glodavcima (64, 65,
69-72, 76, 77, 98-108), nema dovoljno podataka o molekularnim obiljeZjima interneurona u
primata, a pogotovo u ¢ovjeka. Novija istrazivanja ukazuju da bi u primata mogle postojati
specifiCnosti u molekularnim obiljeZjima interneurona, kao i u njthovom broju i raspodjeli u
razli¢itim dijelovima moZdane kore. Preliminarni podaci koji se odnose na CR* neurone
pokazuju da bi se njihov udio u ukupnoj populaciji neurona mogao znatno razlikovati izmedu

dorzalnih i ventralnih/orbitalnih regija prefrontalne kore u covjeka (114, 137).

Nadalje, novija istraZivanja na primatima (137, 138) ukazuju da su SOM* neuroni slabo
zastupljeni u frontalnoj kori rezus majmuna (Macaca mulatta), za razliku od podataka
dobivenih u glodavaca gdje su somatostanski neuroni podjednako brojni kao kalretininski i
parvalbuminski neuroni (71, 72). Nije razjasnjen ni odnos CB* i SOM* populacija u primata —
postoje li preklapanja tih dviju populacija i u kojoj mjeri.
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Budu¢i da su ve¢ u majmuna pokazane razlike u broju, udjelu i molekularnom profilu
interneurona u odnosu na glodavce (110), sljede¢e vazno pitanje jest postoje li na tim
razinama i razlike izmedu majmuna i ¢ovjeka, tj. postoje li posebnosti u interneuronima koje

bi mogle objasniti sloZenost kognitivnih procesa u Covjeka.

Kako bi se odgovorilo na ta pitanja, neophodno je provesti sustavno istraZivanje na
interneuronima u kori ljudskog mozga. Opceprihvaceno je da su najvece morfoloske i
funkcionalne razlike izmedu primata i glodavaca, ali i izmedu Covjeka i drugih primata,
prisutne upravo u prefrontalnoj mozdanoj kori (1, 4, 28, 31, 32, 40, 139, 140). Stoga su
interneuroni supragranularnih slojeva polja 9 i 14 prefrontalne mozdane kore u fokusu ovoga

istrazivanja.

Da bi se bolje razumjela to¢na uloga interneurona u kortikalnoj mreZi, potrebno je razjasniti
njihova molekularne obiljeZja 1 neurotransmiterski fenotip. Iz prethodnog razmatranja
proizlazi da su trenutne spoznaje o interneuronima, pogotovo u covjeka, nedostatne za
formiranje jasnih zakljuc¢aka o njihovom broju, obiljeZjima i specifi¢nim ulogama u mozdanoj
kori. Stoga je cilj ovoga istrazivanja utvrditi molekularna obiljeZja interneurona u
prefrontalnoj kori Covjeka 1 dobiti jasan uvid u strukturu GABA-ergicke kortikalne mreze Sto
¢e dati temelj za istraZivanje patofiziologije razli¢itih neuropsihijatrijskih poremecaja i

neurodivergentnih stanja povezanih s dezorganizacijom GABA-ergicke mreze.
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2. HIPOTEZA

U covjeka postoje ventro-dorzalne razlike u udjelu razli¢itih populacija GABA-ergickih

neurona unutar frontalne kore velikoga mozga.
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

3.1. Opdi cilj

Utvrditi razlike u udjelu, raspodjeli po slojevima i molekularnim obiljezjima GABA-ergickih

interneurona izmedu dorzalnih (Brodmannovo polje 9) i orbitalnih regija (Brodmannovo polje

14) frontalne mozdane kore.

3.2. Specifi¢ni ciljevi

Specificni ciljevi ovoga istraZivanja su:

1.

Utvrditi udio glavnih populacija GABA-ergickih interneurona (kalretininskih,
kalbindinskih, parvalbuminskih i somatostatinskih) u dorzalnim i orbitalnim regijama u
supragranularnim slojevima Brodmannovih polja 91 14.

Utvrditi postoji li u interneuronima supragranularnih slojeva u Brodmannovim poljima 9 i
14 koekspresija kalretinina, kalbindina, parvalbumina i somatostatina.

Utvrditi neurotransmiterski fenotip u glavnim interneuronskim populacijama.
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4. MATERIJALI I METODE

4.1. Uzorak

U ovom istrazivanju koriSteni su blokovi tkiva prefrontalne moZdane kore pet odraslih
ljudskih mozgova Zagrebacke neuroembrioloske zbirke (141, 142). Rije¢ je o veé
pohranjenom postmortalnom materijalu prikupljenom iskljuivo za vrijeme redovnih
obdukcija. Tkivo je kodirano odgovaraju¢om oznakom, a podatci o dobi, spolu i uzroku smrti
osobe od koje pojedino tkivo potjece navedeni su u posebnom izdvojenom protokolu. Identitet

osoba od kojih potje¢e mozdano tkivo nije dostupan istraziva¢ima.

Osobe od koje potjece mozdano tkivo umrle su bez preagonalnog stanja te stoga postmortalni
interval predstavlja stvarni vremenski odmak od smrti ziv€anih stanica. Nadalje, osobe u
povijesti bolesti nisu imale znacajnih neuroloskih oboljenja te prilikom obdukcije nisu nadena

neuropatoloska odstupanja u mozgu (Tablica 4.1).

Tablica 4.1. Uzorak koriSten u istraZivanju.

Mozak  Spol (g(]))(;)ilr)le) I;?liter:‘?alit?llll)ll Uzrok smrt/relevantna patologija
C0382 M 40 6,5 bez osobitosti
C0383 M 51 11 bez osobitosti
C0385 M 29 8 politrauma
C0386 M 37 6 nagla sr€ana smrt
C0387 M 44 6 predoziranje metadonom/benzodiazepinima

4.1.1. Priprema tkiva

Mozgovi su narezani u blokove tkiva (143) koji su potom fiksirani uranjanjem u 4%-tni
formaldehid, a nakon fiksacije krioprotektirani su u otopinama saharoze (10 % i 20 %). Tkivo

je zatim smrznuto i skladiSteno na temperaturi od -80 °C.

Dio tkiva (jedna hemisfera) nakon toga je odmrznuto, isprano u fosfatnom puferu i
dehidrirano kroz seriju etanola (70 %, 96 % 1 100 %). Ovo tkivo zatim je uklopljeno u
parafinske blokove (144) i potom narezano na mikrotomu u koronalne rezove debljine 20 um
(145) koji su odmah navuceni na VitroGnost Plus Ultra adhezivna predmetna stakla

(Biognost, Hrvatska).
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U ovom istrazivanju daljnjim su histoloskim bojenjima obradena i analizirana sljedeca
podrugja prefrontalne mozdane kore (Slika 4.1):
1. dio Brodmannova polja 9 (BA9) smjeSten u vijuzi, gyrus frontalis superior,

2. rostralni dio Brodmannova polja 14 (BA14r) smjeSten u vijuzi, gyrus rectus.

Gyrus frontalis
superior

Gyrus frontalis
medius

Gyrus

Gyrus frontalis - 4
cinguli

inferior

Corpus
callosum

dorzalno

e

ventralno

lateralno
oulefjpaw

B s~
B sas

Tractus olfactorius

Slika 4.1. Prikaz blokova tkiva koristenih u istrazivanju. (A) Pogled na medijalnu povrSinu mozga.
Crveni pravokutnik oznacava izrezani blok tkiva koji sadrZi Brodmannovo polje 9, a plavi pravokutnik
oznacava blok tkiva koji sadrzi Brodmannovo polje 14. (B) Blok tkiva koji sadrzi Brodmannovo polje
9 (priblizni polozaj polja ocrtan je crvenom bojom). (C) Blok tkiva koji sadrzi Brodmannovo polje 14
(pribliZni poloZaj polja ocrtan je plavom bojom).
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4.1.2. Odredivanje citoarhitektonskih regija od interesa

U svakom je bloku tkiva Nissl metodom (krezil-violet bojenje) obraden svaki dvadeseti
histoloski rez (146) kako bi se potvrdila osnovna citoarhitektonska obiljeZja odabrane regije
(Slika 4.2). Citoarhitektonska obiljezja dodatno su potvrdena i na rezovima obojenim anti-
NeuN protutijelom. Granice odabranih regija (BA9 i BAIl4r) utvrdene su na temelju

relevantne literature (21, 22, 9, 27, 29, 47, 147-149).

Citoarhitektonska obiljezja dorzolateralne regije BA9 su sljedeca: jasno definiran sloj I u
odnosu na sloj I s ponekad manje jasno izraZzenim prijelazom prema sloju III, razvijen sloj III
s izrazenim podslojevima i prisutnim velikim piramidnim neuronima u podsloju Illc, izrazen
sloj IV s donekle nepravilnom granicom prema slojevima III 1 V, razvijeni slojevi V1 VI s
jasnom podjelom u podslojeve (29, 137). Na histoloSkim rezovima BA9 zauzima podrucje
vijuge, gyrus frontalis superior, a prema inferomedijalno grani¢i s poljem BA32 koje ¢ini
prijelaz prema agranularnom mezokortikalnom polju BA24 (Slika 4.2-A). Granica prema
BA32 odredena je po pojavi sljede¢ih znacajki u BA32 u odnosu na BA9: nejasna granica
izmedu slojeva Ib i II, neSto manje izraZene velike piramidne stanice u sloju Illc, rjedi i
slabije izraZen sloj IV (pogotovo na preparatima obojenim Nissl metodom) te nepravilnija

granica sloja IV prema slojevima Il 1 V (137, 148, 149).

Za razliku od BA9, orbitalna regija BA14r ima sljedeca citoarhitektonska obiljeZja: prisutan
sloj II, nesto slabije razvijen sloj III (u usporedbi s BA9), prisutan, ali slabo razvijen sloj IV
(disgranularna kora), iznimno razvijen sloj V s ekspanzijom podsloja Vb, prisutan sloj VI s
jasnom podjelom u podslojeve VIa i VIb (9, 147). Prema kaudalno BA14r prelazi u polje
BAl4c koje obiljezava potpuno nepostojanje sloja IV (agranularna kora) te slabo izraZen i
nejasno ogranicen sloj II. Prema lateralno BA14r granici s poljem 13b koje zauzima medijalni
dio Zlijeba, sulcus olfactorius i obiljeZeno je kriznim (horizontalnim i radijarnim) stani¢nim
prugama u slojevima III i V. Prema medijalno BA14r granici s poljem 10m, a prema rostralno
s poljem 1lm. Polja 10m i 11m karakterizira tanak, ali jasno izrazen sloj IV te time
predstavljaju tipi¢nu granularnu koru Sto ih razlikuje od polja 14r (9). 1z navedenog slijedi da
na histoloskim rezovima BA14r zauzima vrSak vijuge, gyrus rectus (Slika 4.2-B), a iako je tek
u 21. stoljecu ova regija terminoloski dobila naziv ,,polje 14r*, treba napomenuti da su joS von
Economo i Koskinas (1925.) prepoznali posebnost citoarhitektonske grade tog dijela ravne

vijuge nazvavsi ga unutarnjom modifikacijom polja Area recta, tj. polje FG; (23-25).
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Slika 4.2. Histoloski rezovi prefrontalne mozdane kore obojeni Nissl metodom. (A) Rez kroz tkivni
blok koji sadrzi vijugu, gyrus frontalis superior te vijugu, gyrus cinguli. Prikazane su granice
Brodmannova polja 9. (B) Rez kroz tkivni blok koji sadrZi vijuge, gyrus rectus i gyrus orbitalis
(lateralis). Prikazane su granice Brodmannova polja 14r.
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4.2. Molekularne metode

4.2.1. Imunohistokemija

U istraZivanju je koriStena metoda indirektne imunofluorescencije u kojoj su primarna
protutijela neobiljeZena, a na koja se vezu sekundarna protutijela obiljeZzena fluoroforom
(150-152). Za detekciju GABA-ergickih interneurona koriStena su primarna protutijela na
CR, CB, PV i SOM. Detaljnija molekularna karakterizacija i stupanj preklapanja izmedu
razli¢itih populacija GABA-ergickih interneurona odredeni su dvostrukim obiljeZavanjem
(engl. double labelling), pri Cemu su na istim rezovima kombinirana primarna protutijela na
CR, CB, PV i SOM, u svim kombinacijama. Nadalje, svako od navedenih protutijela
kombinirano je i s protutijelom na neuronalni nuklearni antigen NeuN koji obiljeZava gotovo

sve kortikalne neurone.

Imunofluorescencija je radena prema standardnom protokolu za parafinske rezove (153).
Parafinski rezovi prvo su izloZeni jakom izvoru svjetlosti (svjetlosna lampa koja daje
svjetljivost/luminaciju od 6000 lumena) u vremenu od najmanje 48 h kako bi se smanjila
kolicina lipofuscinske autofluorescencije na preparatima (154, 155). Rezovi su zatim
deparafinizirani i dehidrirani prema standardnom protokolu (dva ispiranja u ksilolu, dva
ispiranja u 100%-tnom etanolu, jedno ispiranje u 96%-tnom etanolu i jedno ispiranje u 70%-
tnom etanolu). Rezovi su potom isprani u fosfatnom puferu (1x PBS, od engl. phosphate-
buffered saline; pH = 7,4), a zatim je proveden postupak povratka antigena (engl. antigen
retrieval) u citratnom puferu (pH = 6,0) (156). Nakon toga, rezovi su tri puta isprani u PBS-u
te je proveden postupak blokiranja proteina (engl. protein blocking) kako bi se smanjila
nespecificnost vezanja sekundarnih protutijela. KoriStena je otopina za blokiranje proteina
sljedeceg sastava: normalni serum magarca (NDS, od engl. normal donkey serum; Chemicon,
SAD) razrijeden u omjeru 1:30 u otopini za permeabilizaciju koju ¢ini 0,3%-tni Triton X-100
(Sigma-Aldrich, SAD) razrijeden u 1x PBS-u. Rezovi su inkubirani u otopini za blokiranje
proteina 1 h na sobnoj temperaturi, a potom su inkubirani 12 — 36 h na 4 °C u primarnim
protutijelima (Tablica 4.2) razrijedenim u PBS-u s 0,3%-tnim Triton X-100 i 1%-tnim NDS-

om.
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Tablica 4.2. Primarna protutijela koriStena u imunohistokemijskim metodama.

Primarno
protutijelo (klon)

Zivotinjska vrsta i
klonalnost

Proizvodac, kataloski

broj i broj lota

Koristeno
radno
razrjedenje

Minimalno
trajanje
inkubacije

(h)

anti-CR

mi$; monoklonalno

Swant;
kat. br. 6B3;
lot 010399

1:1000

12

anti-PV

zec; poliklonalno

abcam;
kat. br. ab11427;
lot GR3317380-2

1:1000

12

anti-PV
(PARV-19)

mi$; monoklonalno

Sigma Aldrich;
kat. br. MAB1572;
lot 128M4891V

1:4000

36

anti-CB D-28k

zec; poliklonalno

Swant;
kat. br. CB-38a;
lot 9.03

1:10000

12

anti-CB D-28k

miS$; monoklonalno

Swant;
kat. br. 300;
lot 07 (F)

1:3000

36

anti-CB (CB-955)

miS$; monoklonalno

Sigma Aldrich;
kat. br. C9848;
lot 126M4810V

1:3000

36

anti-SOM-14

zec; poliklonalno

Penninsula;
kat. br. T-4101.0500;
lot A1819

1:4000

12

anti-SOM (7G5)

miS$; monoklonalno

ThermoFisher
(Invitrogen);

kat. br. MAS5-17182;
lot VK3133146

1:2000

12

anti-NeuN

zec; poliklonalno

abcam;
kat. br. ab104225;
lot GR3370892-1

1:1000

12

anti-NeulN (A60)

mi$; monoklonalno

Merck Milipore;
kat. br. MAB377;
lot 3278580

1:500

12

anti-nNOS

zec; poliklonalno

Merck Milipore;
kat.br. AB5380;
lot 3169861

1:6000

12

anti-MAP2 (HM-2)

miS$; monoklonalno

Sigma Aldrich;
kat. br. M4403;
lot 118M4875V

1:1000

12

anti-neurofilament
H, nefosforilirani
(SMI-32)

miS$; monoklonalno

Biolegend;
kat. br. 801702;
lot B244245

1:1000

12
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Nakon inkubacije u primarnim protutijelima, rezovi su isprani tri puta u PBS-u i potom
inkubirani 2 h na sobnoj temperaturi u sekundarnim protutijelima razrijedenima u PBS-u
(Tablica 4.3). Rezovi su zatim ponovno isprani tri puta u PBS-u te na 2 min prekriveni
sredstvom za smanjivanje lipofuscinske 1 pozadinske autofluorescencije (TrueBlack
Lipofuscin Autofluorescence Quencher, Biotium, SAD) koje se razrjeduje u 70%-tnom
etanolu u omjeru 1:20. Nakon toga su rezovi ponovno ispirani tri puta u PBS-u te pokriveni
sredstvom za pokrivanje fluorescentnih histoloskih rezova (VECTASHIELD® Antifade
Mounting Medium, Vector Laboratories, SAD).

Tablica 4.3. Sekundarna protutijela koriStena u imunohistokemijskim metodama.

KoriSteno Minimalno
Sekundarno ... Proizvodac, kataloski trajanje
.. Zivotinjska vrsta . . . radno . ..
protutijelo broj i broj lota . . inkubacije
razrjedenje (h)

) " ThermoFisher
visoko kriZno- (Invitrogen):
ad.svc.)rb;rlano Zr;t;— magarac Kat. br. A-21202: 1:1000 2
misje Alexa lot 1915874
visoko kriZno- ;l;lrlliriltlrls;il;‘er
zis;;b{;rlir;(; zr;t;— magarac Kat. br. A-31570: 1:1000 2

! lot 2253917

) " ThermoFisher
visoko kriZno- (Invitrogen):
adsorbirano anti- magarac gen; 1:1000 2
sedic Alexa 488 kat. br. A-21206;

] lot 1182675

visoko kriZzno- ;l;lrlliriltlrlsF;l;‘er
adsorbirano anti- magarac Kat. br i 1 0(’) 40: 1:1000 2
zeCje Alexa 546 o ’

lot 1833519

U obje analizirane regije (BA9 i BA1l4r) obojeno je po pet histoloSkih rezova (svaki deseti
rez) iz svakog mozga anti-NeuN protutijelom u kombinaciji s anti-CR protutijelom, dok su za
ostale kombinacije primarnih protutijela obojena po tri histoloSka reza (svaki deseti rez) iz

obje regije svakog mozga.

Za svako primarno i sekundarno protutijelo napravljene su odgovarajuce pozitivne i negativne

kontrole.
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4.2.2. RNA in situ hibridizacija

Za potvrdu neurotransmiterskog fenotipa glavnih populacija interneurona koriStena je metoda
RNAscope in situ hibridizacije (Advanced Cell Diagnostics, SAD) koja omogucava detekciju
ciljane glasnicke RNA (mRNA, od engl. messenger RNA) na histoloSkim preparatima.
Detekcijom odredene mRNA u stanici dokazuje se ekspresija traZenog gena. Metoda koristi
dvostruke Z probe koje se vezu na ciljanu RNA. Ako su se na Zeljenu RNA sekvencu zajedno
vezale dvije Z probe, na njih se veze preamplifikator. Na preamplifikator se potom vezu
brojni amplifikatori, a na njih se veZu probe obiljeZzene fluoroforom. Na taj nacin se signal
znacajno povecava Sto povecava osjetljivost metode — vezanje triju dvostrukih Z proba
dovoljno je za detekciju jedne RNA molekule. Specificnost metode osigurava uporaba
dvostrukih proba — vezanje samo jedne probe ne dovodi do amplifikacije Sto smanjuje
pozadinski signal. U istraZivanju je koriSten RNAscope® Fluorescent Multiplex Assay
(Advanced Cell Diagnostics) koji omogucuje detekciju triju razli¢itth mRNA istovremeno u
tri kanala. U pojedinom kanalu se umjesto RNA in situ hibridizacije moZe napraviti
imunofluorescencija za potvrdu da se detektirani eksprimirani gen u konacnici translatira u
odgovaraju¢i protein. Za potrebu karakterizacije GABA-ergickih interneurona i definiranja
njihovoga neurotransmiterskog fenotipa koriStene su probe za detekciju mRNA nastale
prepisivanjem (transkripcijom) sljede¢ih gena: SLC32A1 (gena za vezikularni GABA
transporter, VGAT), SLCI17A7 (gen za vezikularni glutamatni transporter, VGLUT1), GADI
(gen za glutamat-dekarboksilazu 67, GAD67), GAD2 (gen za glutamat dekarboksilazu 65,
GADG65), SST (gen za SOM), i VIP (gen za VIP) (Tablica 4.4).

Tablica 4.4. RNAscope probe koriStene u ovom istraZivanju.

Naziv probe Proizvodac i kataloski broj Gen (protein) Kanal
e e, o
B SLOIATC e a1l Lo oasic | SLETA7(VGLUTD @3
B OADLC2  lat onsotslonocaitaTs | GAPIGADOD 2
I e T e
BeSST0s .l on S1059L.0 ot atosac 55T (SOM) “
ST TSR o o
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RNAscope in situ hibridizacija provedena je u skladu s protokolom proizvodaca (Advanced
Cell Diagnostics) (157-159). Parafinski rezovi su prvo tijekom minimalno 48 h izloZeni
jakom izvoru svjetlosti te deparafinizirani i dehidrirani prema ranije opisanom standardnom
protokolu. Rezovi su potom isprani tri puta u PBS-u s dietil pirokarbonatom (DEPC, od engl.
diethyl pyrocarbonate) te provedeni kroz prvi predtretman koji ukljucuje inkubaciju tijekom
10 minuta na sobnoj temperaturi u 3%-tnom vodikovom peroksidu. Rezovi su ponovno
isprani tri puta u DEPC-PBS-u te je zatim proveden drugi predtretman koji ukljucuje povratak
ciljnih molekula (engl. farget retrieval) u otopini proizvodaca (Target Retrieval Reagents,
Advanced Cell Diagnostics; razrjedenje 1:10 u destiliranoj vodi) na temperaturi od 100 °C
kroz 8 min. Nakon jos tri ispiranja u DEPC-PBS-u rezovi su dehidrirani dva puta po 2 min u
100%-tnom etanolu i osuseni na sobnoj temperaturi. U tre¢em i posljednjem predtretmanu
rezovi su inkubirani 30 min na 40 °C u proteazi (Protease Plus Reagent, Advanced Cell
Diagnostics) 1 zatim ponovno isprani tri puta u DEPC-PBS-u. Slijedi postupak hibridizacije u
kojem su rezovi inkubirani 2 h na 40 °C u otopini Zeljenih proba (engl. probe mix) (Tablica
4.4) i zatim isprani u puferu za ispiranje proizvodaca (1x Wash buffer, Advanced Cell
Diagnostics). U daljnjem postupku slijedi hibridizacija amplifikatora (AMP1 1 AMP2 — po 30
min na 40 °C te AMP3 — 15 min na 40 °C s ispiranjima izmedu po 2 min u Wash buffer
puferu) te aplikacija fluorescentnih boja ovisno o koristenim probama i kanalima: TSA™ Plus
Fluorescein (Akoya Biosciences, Mariborough, MA, SAD; kat. br. NEL741001KT, Ilot
200925005), TSA™ Plus Cyanine 3 System (Akoya Biosciences; kat. br. NEL744001KT, lot
201006036) i/ili TSA™ Plus Cyanine 5 System (Akoya Biosciences; kat. br. NEL745001KT,
lot 200908025).

Za svaku analiziranu regiju napravljene su i odgovarajuce pozitivne i negativne kontrole.
Pozitivna kontrola napravljena je pomo¢u humane trostruke pozitivne kontrolne probe (engl.
3-plex RNAscope® Positive Control Probe) koja u kanalu 1 sadrzi probu za POLR2A (engl.
DNA-directed RNA polymerase Il subunit RPBI; niske razine ekspresije: 3 — 15 kopija po
stanici), u kanalu 2 probu za PPIB (ciklofilin B; srednje razine ekspresije: 10 — 30 kopija po
stanici), a u kanalu 3 probu za UBC (ubikvitin C; srednje do visoke razine ekspresije: >20
kopija po stanici). Negativna kontrola napravljena je pomocu trostruke negative kontrolne

probe koja u svim kanalima sadrzi probu za DapB gen iz bakterije Bacillus subtilis.
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Nakon RNAscope in situ hibridizacije napravljena je, na istim rezovima, imunofluorescencija
na jedan od markera interneurona. Za imunofluorescenciju koristen je prethodno opisani
protokol, uz napomenu da se nakon RNAscope in situ hibridizacije zapoc€inje s postupkom

blokiranja proteina.

4.3. Obrada i analiza histoloskih preparata

4.3.1. Snimanje histoloskih preparata

HistoloSki preparati obradeni imunofluorescencijom i RNAscope in situ hibridizacijom
snimljeni su laserskim konfokalnim mikroskopom (Olympus FLUOVIEW FV3000RS, Japan)
u Hrvatskom institutu za istraZzivanje mozga u Laboratoriju za konfokalnu mikroskopiju.
Laserski konfokalni mikroskop omogucava snimanje fluorescentnih preparata u jednoj ili vise

konfokalnih ravnina, kao i snimanje cijele debljine preparata.

U prvom koraku snimanja, preparati su u cijelosti snimljeni u jednoj konfokalnoj ravnini na
malom povecanju (4x) kako bi se utvrdila osnovna morfoloska i citoarhitektonska obiljezja
reza te odredila regija od interesa (engl. region of interest). Snimka preparata na malom

povecanju sluzi kao mapa za snimanje regije od interesa na ve¢em povecanju (Slika 4.3).

U drugom koraku snimanja, na velikom je povecanju (20x) snimljena cijela regija od interesa
koriste¢i znaCajku mapiranja preparata. To je ucinjeno tako da je na mapi preparata
(snimljenoj na malom povecanju) ru¢no ocrtana regija od interesa. Zatim je raCunalni program
preracunao ocrtanu regiju od interesa u vidna polja za objektiv od 20x koja je potrebno snimiti
da bi se na konac¢noj snimci vidjela cijela regija od interesa (u prosjeku 30 — 50 vidnih polja
po preparatu) (Slika 4.3). Automatizirano postolje mikroskopa pomice preparat kako bi se
snimanjem obuhvatila cijela regija od interesa. U svakom vidnom polju preparat je snimljen u
Cetiri konfokalne ravnine (cijela debljina preparata, razmak izmedu konfokalnih ravnina: 5
um) u rezoluciji 1024x1024 piksela (Cime je generirana slika sa skaliranjem od 0,6215

um/piksel).

Za dvostruko ili viSestruko obojene preparate odabiru se odgovaraju¢i laseri, ovisno o
koriStenim fluoroforima, a snimanje se vrsi na detektorima visoke rezolucije u jednoj ili viSe
faza. Takoder, koristi se sekvencijalno snimanje (engl. Sequential scan) kako bi se izbjeglo
tzv. ,,probijanje* (engl. bleed-through) fluorescencije iz jednog u drugi kanal zbog

djelomicnog preklapanja ekscitacijskih i emisijskih spektara koriStenih fluorofora.
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Slika 4.3. Prikaz snimanja fluorescentnog preparata na konfokalnom mikroskopu. Bijeli kvadrati
predstavljaju pojedinacna vidna polja 4x objektiva koja su nakon snimanja spojena u jedinstvenu sliku
mape preparata. Zutom bojom oznaceno je ru¢no ocrtano podrudje snimanja na 20x objektivu u Cetiri
konfokalne ravnine. Crveni kvadrati predstavljaju racunalno generirana vidna polja 20x objektiva koja
pokrivaju ru¢no ocrtano podrucje snimanja.
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Po zavrSetku snimanja raCunalni program (Fluoview Software, Olympus) stvara integralnu
sliku spajanjem snimki iz pojedinacnih vidnih polja (engl. stitching). Konac¢no, iz svake
konfokalne ravnine u racunalnom su programu za obradu konfokalnih snimki (cellSens,
Olympus LS, Japan) izdvojene tocke najveCeg intenziteta (engl. maximum intensity Z

projection) kako bi se napravila kompozicijska slika s prikazom cijele debljine preparata.

4.3.2. Kbvalitativna analiza histoloskih rezova

U PFC-u se daleko najve¢i broj GABA-ergicki kortikalnih interneurona nalazi u
supragranularnim slojevima. Supragranularni slojevi klju¢ni su za asocijacijske (kortiko-
kortikalne) veze koje se smatraju vaznima za sloZene funkcije PFC-a. Stoga su
supragranularni slojevi odabrani za iscrpnu analizu. Takoder, s obzirom na pretpostavljene
specificnosti supragranularnih slojeva, rezultati analize usporedeni su s rezultatima analize

infragranularnih slojeva.

Kvalitativna analiza i digitalna obrada konfokalnih snimki napravljena je pomocu programa

Fiji (Fiji Is Just ImageJ) (160) i Adobe Photoshop (Adobe Inc., Kalifornija, SAD).

Za razliku od mikrofotografija klasi¢nih histoloSkih preparata, konfokalne snimke
fluorescentnih preparata obiljeZava znacajka da se signal i pozadina (engl. background) mogu
razdvojiti na temelju razlike u intenzitetu. Kod kvalitetne konfokalne snimke uspjesnog
fluorescentnog bojenja, signal ima znacajno veci intenzitet od pozadine. Dijelovi tkiva koji
pak nespecificno vezu sekundarno protutijelo/fluorescentnu  boju ili tvari koje
autofluoresciraju (primjerice lipofuscin, kolagen ili fiksativ u strukturi samog tkiva) imaju
tipicno veci intenzitet od signala reaktivnih stanica te pokazuju jednako veliki intenzitet
signala u svim kanalima. Na temelju navedenih svojstava konfokalnih snimki, moZe se
binarizacijom slike u crno-bijelu i odabirom praga (engl. treshold) intenziteta racunalno

izdvojiti specificni signal od pozadine i nespecifi¢nog signala.

Kvalitativnom analizom rezova obojenih imunofluorescencijom i rezova obojenih RNAscope

in situ hibridizacijom utvrdeno je sljede¢e u Brodmannovim poljima 9 i 14r:

a) stupanj koekspresije razlicitih molekularnih biljega kortikalnih interneurona,

b) molekularna obiljeZja i neurotransmiterski fenotip razliCitih populacija kortikalnih
interneurona,

c) raspodjela tijela neurona i Ziv€anih vlakana razlicitih populacija kortikalnih interneurona

po slojevima.
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Raspodjela tijela neurona po slojevima prikazana je graficki u obliku tockastih dijagrama
(engl. dot plot) koji prikazuju prostornu raspodjelu razli¢itih populacija kortikalnih

interneurona po slojevima moZzdane kore.

Raspodjela ziv¢anih vlakana po slojevima prikazana je graficki u obliku toplinske skale (engl.

heat map).

4.3.3. Kvantitativna analiza histoloskih rezova

Kvantitativna analiza histoloSkih rezova provedena je u programima Neurolucida 2020 (MBF

Bioscience, Williston, Vermont, SAD) i Neurolucida Explorer (MBF Bioscience).

4.3.3.1. Ocrtavanje podrudja za kvantifikaciju

Kvantitativna obrada rezova obojenih imunofluorescencijom provedena je na konfokalnim
snimkama opisanim ranije. Na svakom rezu u konfokalnom modulu Neurolucida programa
odredena je kolumna za brojenje unutar odgovaraju¢ega Brodmannova polja. Buduéi da je
NeuN marker iskljucivo Ziv€anih stanica, anti-NeuN bojenje, za razliku od Nissl bojenja koje
prikazuje i glija stanice, vrlo je pogodno za razluc¢ivanje slojeva mozdane kore, a pogotovo za
odredivanje sloja IV te podslojeva sloja I (Ia i Ib). Stoga je svaka kolumna za brojenje ocrtana
na rezovima obojenim anti-NeuN protutijelom na nain da na pijalnoj povrSini bude Sirine
1000 um, a prema dubini prati usmjerenje neurona. Kolumna za brojenje sastojala se od
pojedinacnih kontura (obrisa) gdje je svaka kontura ocrtavala jedan sloj, odnosno podsloj. Za
rezove koji nisu bojeni anti-NeuN protutijelom koriStene su konture sa susjednih rezova

obojenih anti-NeuN protutijelom.

Svaki pojedini sloj moZdane kore analiziran je zasebno, s time da je sloj I u analizi dodatno
podijeljen na podslojeve Ia i Ib. To znaci da su na pojedinom rezu analizirana sljedeca

podrucja od interesa — slojevi Ia, Ib, II, III, IV, Vi VL.

4.3.3.2. Kvantifikacija neurona obiljezenih molekularnim biljezima

Unutar kontura (slojeva) u Neurolucida programu reaktivni neuroni (prikazani
imunofluorescencijom ili RNAscope in situ hibridizacijom) obiljeze se markerima. Svakom
molekularnom biljegu dodijeljen je razli¢iti marker u Neurolucida programu. Obiljezavanje
reaktivnih neurona markerima napravljeno je na sljede¢i nac¢in. Program Neurolucida pomocu
funkcije ,,pronalazenje stanica“ (engl. Detect cells) moze raCunalnim algoritmom na

konfokalnoj snimci detektirati tijela stanica. Ulazni parametri za tu funkciju su: regije od
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interesa (konture koje predstavljaju slojeve mozdane kore), kanal za analizu (zeleni, crveni ili
plavi), maksimalni i minimalni promjer stanice (najveca i najmanja struktura koja se detektira
kao stanica) te prag koji odreduje granicu intenziteta izmedu toga Sto program prepoznaje kao
signal i Sto prepoznaje kao pozadinu. U prikazu za pregled (engl. preview) program prikazuje
Sto je obiljezeno kao stanica te nudi opciju dodatnog podeSavanja parametara detekcije.
Promjere stanica dovoljno je odrediti jednom na reprezentativnim rezovima, dok je prag
potrebno povremeno prilagoditi koriste¢i prikaz za pregled, buduci da se intenzitet signala
izmedu razli¢itih rezova moZe znatno razlikovati. Nakon §to se u prikazu za pregled dobije
Zeljeni rezultat (program prepoznaje vecinu reaktivnih tijela stanica), program obiljezi tijela
stanica odabranim markerom. Dobiveni rezultati se jo$ jednom provjere u cijeloj kolumni za
brojenje i rucno se isprave eventualno krivo oznacene ili preostale neoznaCene stanice. Na
dvostruko obojenim rezovima cijeli postupak se potom ponovi za drugi molekularni biljeg,

odnosno za drugi kanal konfokalne snimke.

Postupak kvantifikacije zavrSava oznaCavanjem kolokalizacijskog markera tako da se zada
parametar koliko najviSe dva markera mogu biti udaljeni jedan od drugoga da bi se smatrali
kolokaliziranima (za kortikalne interneurone optimalna vrijednost jest 10 wm, budu¢i da to
odgovara prosjecnom promjeru tijela kortikalnih interneurona) te program potom na mjestima
koja zadovoljavaju navedeni kriterij automatski stavlja kolokalizacijski marker. Na kraju je
potrebno jos jednom provjeriti kolokalizacijske markere kako bi se potvrdilo da je zaista rijec¢
o kolokalizaciji, budu¢i da se ponekad dvije stanice, koje se nalaze jedna iznad druge, mogu

lazno registrirati kao kolokalizacija.

Nakon kvantifikacije u Neurolucida programu, konture i oznake se analiziraju u programu
Neurolucida Explorer koji racuna broj pojedinih markera po konturi (sloju) te povrSinu
pojedine konture. 1z navedenih podataka mozZe se izraCunati povrSinska gusto¢a pojedinog
markera kao omjer broja markera u konturi i povrSine konture. Ovaj parametar razlikuje se od
gustoce po kortikalnoj povrSini (broj stanica po povrsini mozdane kore) — rije€ je iskljucivo o
parametru koji uprosjecuje broj neurona s obzirom na veli¢inu konture $to omogucuje
usporedbu brojeva neurona na razli¢itim rezovima, buduci da se povrSina konture donekle
razlikuje izmedu histoloskih rezova. Osim toga, povrSinska gustoa neurona ne odgovara
stvarnoj volumnoj gusto¢i neurona u tkivu, iako postoji odreden stupanj korelacije izmedu

ovih dvaju parametara.
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Kod kvantitativne analize Z-projekcija konfokalnih snimki treba imati u vidu da ne postoji
mogucnost koriStenja fizickog ili optickog disektora ¢ime bi se dobio stereoloski toan broj
stanica u volumenu tkiva. Naime, bez koriStenja metode disektora, brojenje profila
stanica/objekata (engl. profile count) neminovno dovodi do veceg ili manjeg prekomjernog
brojenja (engl. overcount) objekata u histoloSkom rezu. RijeC je o sustavnoj greski
karakteristi¢noj za histoloske rezove, a posljedica je Cinjenice da se prilikom rezanja tkiva dio
objekata/stanica prereze na nacin da njihovi profili budu vidljivi na viSe histoloskih rezova
(161). Ta je greska manja Sto je debljina reza u odnosu na visinu objekta veca, a veli¢ina
greSke moZe se procijeniti Abercrombievom formulom (162) prema kojoj vrijedi sljedeca

zakonitost:

debljina reza

e — i b . eniem X .
stvarni broj objekata = broj objekata dobiven brojenjem debliima reza = prosjetan promjer objekata o Z-os

Kada je debljina reza 20 pum, a prosjecan promjer neurona u Z-osi iznosi 10 um (kao Sto je
slucaj kod gotovo svih interneurona i velikog broja ostalih neurona u supragranularnim
slojevima), onda ¢e broj neurona dobiven brojenjem profila na snimci pojedinog reza biti oko

50 % veci od stvarnog broja neurona.

Za konture iz istog bloka tkiva moze se u programu Neurolucida (pomoc¢u funkcije ,,upravitelj
serijskih rezova®, engl. Serial section manager) zadati da je rijeC o serijskim rezovima pri
¢emu se upisuju podatci o debljini reza i razmaku izmedu analiziranih rezova (svaki deseti
rez). Konture se zatim poravnavaju (engl. alignment) na nacin da se referentne tocke na
vrhovima kontura preklope na susljednim rezovima (Slika 4.4). Iz navedenih podataka,
uzimaju¢i u obzir i Abercrombievu korekciju, u programu Neurolucida Explorer moze se

izraCunati i procijenjeni broj neurona u volumenu.

Neovisno o veli¢ini, sustavna greSka histoloSkog reza ne utjeCe na daljnje analize, budu¢i da
se ovim istrazivanjem odreduje udio glavnih populacija GABA-ergic¢kih interneurona na
dvostruko obojenim histoloSkim rezovima. To znaci da je za kvantitativnu analizu u ovom
istrazivanju klju¢an podatak omjer broja razliitih markera u istoj konturi — u slu¢aju kad je
vec€ina stanica podjednake veli€ine, pretjerano brojenje svakog od molekularnih biljega bit ¢e
podjednako izraZzeno, S$to znaci da ¢e omjer broja oznaCenih markera na pojedinom rezu

odgovarati omjeru stvarnog broja stanica.
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Slika 4.4. (A) Ocrtavanje slojeva mozdane kore u programu Neurolucida. Umanjena slika prikazuje
poravnavanje kontura serijskih rezova iz istog tkivnog bloka. (B) Primjer postupka kvantifikacije
reprezentativnog histoloSkog reza. Konture razli€itih boja predstavljaju slojeve mozdane kore, a crveni
i zeleni markeri imunoreaktivne stanice. Umanjena slika predstavlja serijske rezove iz istog tkivnog
bloka.
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Kvantitativhom analizom dvostruko obojenih rezova utvrdeno je sljedece u supragranularnim

slojevima Brodmannovih polja 9 1 14r:

a) udio CR*, PV*, CB" i SOM* neurona u ukupnom broju neurona (NeuN™),

b) omjer broja pojedinih populacija kortikalnih interneurona (CR/PV, CR/CB, CR/SOM,
PV/CB, PV/SOM i CB/SOM).

4.3.3.3. Morfometrijska analiza kortikalnih interneurona

Morfometrijska analiza kortikalnih interneurona napravljena je u Neurolucida programu na
nacin da su na konfokalnim snimkama rekonstruirana tijela kortikalnih interneurona. Kriterij
za odabir neurona za rekonstrukciju jest da je tijelo neurona vidljivo u cijelosti, odnosno da su
vidljivi najproksimalniji dijelovi dendrita. Rekonstrukcija je napravljena tako da je ru¢no

ocrtana kontura oko obrisa tijela neurona.

Rekonstruirana su tijela ukupno 1638 kortikalnih interneurona koji su zadovoljavali kriterije
za rekonstrukciju, od toga 511 CR*, 359 PV*, 216 CB* i 552 SOM* neurona, a morfometrijski

parametri tijela neurona analizirani su zbirno i po slojevima.

U morfometrijsku analizu uklju¢eni su sljedec¢i parametri:

1. povrSina tijela (engl. Area) — povrina (u pm?) unutar ocrtane konture tijela neurona;

2. aspektni omjer (engl. Aspect ratio) — omjer najmanjeg i najveceg promjera konture tijela
neurona, moze poprimiti vrijednosti u intervalu (0,1], pri ¢emu manji aspektni omjer
odgovara izduZenijem obliku tijela neurona;

3. kruZnost (engl. Roundness) — parametar koji opisuje koliko je kontura bliska obliku kruga,
racuna se kao [kompaktnost]? (engl. Compactness) gdje je

, 4 o
;X povrsina

kompaktnost = ——— .
maksimalni promjer

Kruznost moZe poprimiti vrijednost u intervalu (0,1], pri ¢emu veca kruznost odgovara

tijelu neurona sli¢nijem krugu.
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4.4. Statisticka analiza

Statisticka analiza podataka napravljena je u GraphPad Prism programu, inacica 9.2.0

(GraphPad Software, La Jolla, SAD).

4.4.1. Analiza raspodjele podataka i deskriptivna statistika

Na pocetku statisticke analize, analizirana je raspodjela podataka u programu GraphPad
Prism. Program GraphPad Prism za danu skupinu podataka provodi Cetiri testa normalnosti
raspodjele 1 Cetiri testa log-normalnosti raspodjele te na temelju metode najvece vjerojatnosti
(engl. maximum likelihood method) racuna procjenu koliko je vjerojatno da su podatci
uzorkovani iz populacije s normalnom, odnosno log-normalnom raspodjelom (ili nijednom od

tih dviju raspodjela).

Podatci koji se odnose na razli¢ite mozgove za koje je utvrdeno da je vjerojatnija normalna
raspodjela prikazani su kao aritmeticka sredina * standardna devijacija (SD) i medijan s

interkvartilnim rasponom (IQR, od engl. interquartile range).

Podatci za koje je utvrdena vjerojatnija log-normalna raspodjela prikazani su kao
geometrijska sredina X+ geometrijska standardna devijacija (GSD, engl. geometric standard

deviation factor) 1 medijan s IQR-om.

U grafickom prikazu raspodjela podataka koriSteni su tockasti dijagrami rasprSenja (engl.

scatter dot plots) 1 pravokutni dijagrami (engl. box plots; box and whiskers plots).

Za morfometrijske podatke izraCunate su i standardizirane mjere rasprSenja: koeficijent
varijacije (CV, od engl. coefficient of variation) 1 kvartilni koeficijent rasprSenja (QCD, od
engl. quartile coefficient of dispersion). Standardiziranim mjerama rasprSenja mogu se
okarakterizirati eventualne razlike u rasprSenju razli¢itih morfometrijskih parametera te

specifi¢nosti u morfoloSkoj varijabilnosti razliitih populacija kortikalnih interneurona.

4.4.2. Analiza kompozitnih podataka

Udjeli pripadaju vrsti podataka koji se nazivaju kompozitnim podatcima. Kompozitni podatci
sadrze informaciju o relativnoj frekvenciji pojavnosti pojedine komponente, ali ne sadrze
informaciju o stvarnoj/apsolutnoj frekvenciji pojedine komponente (npr. kompozitni podatak
ne sadrzi informaciju o to¢nom broju pojedine populacije interneurona i ukupnom broju
neurona, ali sadrzi informaciju o njihovom omjeru, tj. udjelu odredene populacije

interneurona u ukupnom broju neurona).
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Nadalje, zbroj svih kompozitnih podataka odredenog skupa mora biti 1 (engl. constant sum
constraint), odnosno 100 %, a broj stupnjeva slobode definiran je kao broj sastavnica
kompozicije umanjen za jedan (163, 164). Primjerice, ako su poznate vrijednosti za Cetiri

populacije interneurona, bilo koje tri proporcije u potpunosti definiraju navedeni skup.

Osnovne pretpostavke analize kompozitnih podataka su sljedece: analiza ne smije ovisiti o
korisStenoj skali (engl. scale invariance), analiza ne smije ovisiti o redoslijedu komponenti u
kompoziciji (engl. permutation invariance) 1 analiza o pojedinom podskupu podataka mora
ovisiti iskljuivo o podatcima o komponentama unutar tog podskupa, tj. rezultati analize
unutar podskupa moraju biti isti kao i za cijeli skup (supkompozicijska koherencija, engl.
subcompositional coherence) (163, 164). Nacelo supkompozicijske koherencije nalaze da ako
se, primjerice, medusobno usporeduju samo dvije populacije interneurona, usporedba mora

biti valjana bez obzira Sto nisu ukljuceni podatci o ostalim populacijama interneurona.

Prikaz kompozitnih podataka u podskupu kao mjere centralne tendencije s rasprSenjem
narusava nacelo supkompozicijske koherencije. Primjerice, ako ukupan broj inhibicijskih
interneurona nije poznat, a dostupni molekularni biljezi za populacije interneurona (CR, PV,
CB, SOM) ne obiljezavaju sve interneurone, onda sve obiljeZzene populacije predstavljaju
podskup unutar skupa ,,interneuroni“. U takvom podskupu primjereno je prikazivati omjere
izmedu pojedinih komponenti podskupa (npr. omjer CR* i PV* neurona), budu¢i da ti omjeri
zadovoljavaju nacelo subkompozicijske koherencije (omjer je u istom uzorku uvijek isti,

neovisno o tome kako se definiraju skup i podskupovi).

Ako pak postoji molekularni biljeg kojim se moze obiljeziti ¢itav odabrani skup (npr.
kortikalni neuroni mogu se gotovo svi prikazati NeuN biljegom), onda se moze prikazati
mjera centralne tendencije s rasprSenjem za komponente skupa (npr. mozZe se iskazati
prosjecni udio CR* neurona u ukupnom broju neurona), ali treba imati u vidu da se ti podatci

ne mogu koristiti za usporedbe s podatcima u podskupu.

Kompozitni podatci graficki su prikazani kruznim dijagramima (engl. pie chart, doughnut
chart), kompozitnim stup€astim dijagramima (engl. compositional bar chart), dijagramima
rasprSenja omjera (engl. scatterplot of ratios) 1 ternarnim dijagramima (engl. ternary diagram)
(163, 164). Ternarni dijagram jest jednakostrani¢ni trokut ¢iji vrhovi predstavljaju

komponente cjelokupne kompozicije (npr. tri populacije kortikalnih interneurona). Tocke
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blize odredenom vrhu imaju vec¢i udio komponente koju predstavlja taj vrh, dok tocke u

blizini tezista trokuta imaju podjednaki udio svih komponenti.

4.4.3. Statisticki testovi

U daljnjoj statistickoj analizi, podatci iz istog mozga razmatrani su kao zavisni uzorci, a

statistiCkim znacajnom za sve statisticke testove smatrana je P-vrijednost < 0,05.

Za testiranje razlika u udjelima pojedinih populacija interneurona u ukupnom broju neurona
izmedu Brodmannovih polja koriSten je upareni t-test. Za testiranje razlika u omjerima
pojedinih populacija interneurona (npr. CR/PV) izmedu Brodmannovih polja koriSteni su

upareni t-test i upareni t-test omjera (engl. ratio t-test).

Za testiranje razlika u udjelima izmedu razlicitih populacija interneurona unutar pojedinoga
Brodmannova polja koriStena je jednosmjerna analiza varijance (ANOVA, od engl. analysis

of variance) ponovljenih mjerenja s Tukeyjevim post hoc testom.

Za testiranje razlika u udjelima pojedinih populacija interneurona izmedu supragranularnih i

infragranularnih slojeva koriSten je upareni t-test.

Za testiranje razlika u morfometrijskim parametrima izmedu supragranularnih i
infragranularnih slojeva koriSteni su Welchov t-test za podatke s normalnom raspodjelom
(parametri kruZnost i aspektni omjer) i Mann Whitneyev test za podatke s lognormalnom

raspodjelom (parametar povrsina tijela).

Za testiranje razlika u morfometrijskim parametrima izmedu razli¢itih populacija kortikalnih
interneurona koristeni su jednosmjerna ANOVA s Tukeyjevim post hoc testom za podatke s
normalnom raspodjelom i Kruskal-Wallisov test s Dunnovim post hoc testom za podatke s

lognormalnom raspodjelom.

U grafickim prikazima razlika su, osim odgovaraju¢e mjere centralne tendencije, prikazani i
95%-tni intervali pouzdanosti (CI, od engl. confidence interval). Za graficki prikaz razlika

izmedu Brodmannovih polja koriSteni su procjenski dijagrami (engl. estimation plots).
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S. REZULTATI

5.1. Citoarhitektonska grada Brodmannovih polja 9 i 14r u ¢ovjeka

Citoarhitektonska grada BA9 i BAIl4r detaljno je analizirana na anti-NeuN bojenju.

Odredivanje granica BA9 bilo je jednostavno budu¢i da to polje na odabranim tkivnim

blokovima zauzima Citavu gornju ¢eonu vijugu pa je analiza provedena na dijelu BA9 u

srediStu/kupoli gornje ¢eone vijuge. Odredivanje granica BA14r bilo je nesto sloZenije buduci

da to polje zauzima samo sredi$nji dio ravne vijuge. Kljuc¢na citoarhitektonska razlika izmedu

BA14r 1 okolnih polja PFC-a jest prisutnost izrazenog podsloja Vb u BAl14r (Slika 5.1).

Analiza BAl4r provedena je u srediStu polja koje se nalazi u samoj kupoli ravne vijuge.

Kljucne razlike u citoarhitektonskoj gradi BA9 i BA14r su (Tablica 5.1, Slika 5.2 i Slika 5.3):

1. BA9

ima jasnije ogranicen sloj

imunoreaktivno$cu stanica na NeuN,

I prema okolnim

slojevima s izrazenijom

2. BAOY sadrzi velike piramidne stanice u sloju IIlc koje su tek sporadi¢no prisutne u BA14r,

3. BAY ima neSto izraZeniji i jasnije ogranicen sloj IV,

4. BAIl4r ima izrazeniji sloj V s ekspanzijom podsloja Vb.

Tablica 5.1. Usporedba citoarhitektonskih obiljezja Brodmannovih polja 9 i 14r.

Brodmannovo polje 9

Brodmannovo polje 14r

podijeljen na podslojeve Ia i Ib, postepeniji

loj I ' dijel; dslojeve laiIb
Sloj jasno podijeljen na podslojeve Ia i prijelaz izmedu podslojeva
. . L . prisutan, ali s manje jasnom granicom
jasno definiran s izraZenom granicom prema .. , )
. S . . . prema slojevima I i III; raspored stranica
Sloj IT  sloju Ii ve¢inom jasnom granicom prema . . . .
. ) ) manje pravilan; slabija imunoreaktivnost na
sloju III; pravilno rasporedene stanice
NeuN
vrlo izraZen, jasno podijeljen na podslojeve, izraZen, podjela u podslojeve manje jasna,
Sloj III  u sloju Illc dominiraju velike piramidne sporadi¢no se nalaze velike piramidne
stanice stanice
. prisutan i dobro ogranicen prema slojevima  prisutan, ali nejasno ogranien prema
Sloj IV . . .
miv slojevima Il 1 V
e N . izrazito razvijen i jasno podijeljen u
dijelit dsl
Sloj V razYljen 1 OZE 5S¢ POtEtt t podsiojeve podslojeve Vai Vb s ekspanzijom podsloja
VaiVb
Vb
Sloj VI razvijen i moZe se podijeliti u podslojeve razvijen i jasno podijeljen u podslojeve VIa

VIai VIb

i VIb, jasnija granica prema bijeloj tvari
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Slika 5.1. (A) Binarizirana konfokalna snimka anti-NeuN bojenja vijuge, gyrus rectus. (B)
Rekonstrukcija slojeva mozdane kore unutar vijuge, gyrus rectus. U BA14r izraZen je podsloj Vb.
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Slika 5.2. Konfokalna snimka anti-NeuN obojenih histoloskih rezova s prikazom citoarhitektonske
grade Brodmannovih polja 9 i 14r.
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Slika 5.3. Konfokalna snimka anti-NeuN obojenih histoloskih rezova s detaljnim prikazom
citoarhitektonske grade supragranularnih slojeva Brodmannovih polja 9 i 14r. Slika prikazuje uvecane
iste rezove kao i slika 5.2.
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Ukupna debljina moZzdane kore (mjerena od pijalne povrSine do granice sloja VI prema bijeloj
tvari) u prosjeku je ve¢a u BA9 (3,27 + 0,37 mm) nego u BA14r (2,21 £ 0,16 mm). Debljina
supragranularnih slojeva vec¢a je u BA9, prvenstveno na racun izrazito razvijenog sloja III
(Tablica 5.2). U BA14r izrazen je sloj V (s podslojem Vb) koji je priblizno iste debljine u oba

polja, ali u BA14r ¢ini ve¢i udio ukupne debljine mozdane kore (Slika 5.4).

Nadalje, procijenjena prosje¢na gusto¢a NeuN™ stanica zbirno za sve slojeve mozdane kore
bila je veéa u BAl4r (17 940 + 1 580 stanica/mm?) u odnosu na BA9 (15 560 + 1 870
stanica/mm?), s time da ova razlika nije bila statisti¢ki zna¢ajna (P = 0,1425; upareni t-test).
Procijenjena gustoéa NeuN* stanica supragranularnih slojeva takoder je bila veca u BAl4r

nego u BA9 (Tablica 5.2), ali razlika ponovno nije bila statisti¢ki znacajna (P = 0,1577).

Tablica 5.2. Prosjecna debljina supragranularnih slojeva Brodmannovih polja 9 i 14r te procijenjena
prosjec¢na gusto¢a NeuN* stanica u supragranularnim slojevima (podatci prikazani kao: aritmeticka
sredina + standardna devijacija).

Prosjecna debljina Procijenjena prosjecna gustoca

Sloj (mm) (1000 stanica/mm?)
BA9 BAl4r BA9 BAl4r
Ia 0,16 £0,03 0,13 £0,03 3,38 +£0,71 3,87+ 1,09
Ib 0,16 £ 0,02 0,12 £ 0,02 11,06 £+ 1,66 11,40 £ 1,34
11 0,27 £ 0,06 0,19 £0,03 31,11 £5,51 33,40 £4,59
111 0,93+£0,14 0,56 £ 0,05 15,92 £ 2,40 19,65 £ 0,93
Ukupno
supragranularni 1,53 +£0,24 1,00 £ 0,09 16,67 £2,29 18,87 £ 1,10
slojevi

Imunoreaktivnost stanica na NeuN ponesto se razlikovala izmedu slojeva. U slojevima I, II i
IV u obje regije reaktivnost stanica na NeuN bila je manje izraZena (iako i dalje jasna) nego u
slojevima III, V i VI. Imunoreaktivnost na NeuN izmedu polja nije se znacajno razlikovala, uz
iznimku sloja II u kojem je u BA14r imunoreaktivnost na NeuN bila slabije izrazena nego u

BAO9 (Slika 5.3).
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Slika 5.4. Tockasti dijagram koji prikazuje raspodjelu NeuN* stanica po slojevima u Brodmannovim
poljima 91 14r.
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5.2. Raspodjela pojedinih populacija Kkortikalnih interneurona po
slojevima

Raspodjela po slojevima pojedinih populacija kortikalnih interneurona odredena je na
dvostruko obojenim rezovima gdje su molekularni biljezi za interneurone (CR, PV, CB i

SOM) kombinirani s biljegom NeuN kojeg eksprimiraju svi neuroni.

5.2.1. Raspodjela kalretininskih neurona po slojevima

CR* neuroni ¢inili su prosjecno 8,21 % ukupnog broja neurona (NeuN™ stanica) u BA9 te
10,24 % ukupnog broja neurona u BAIl4r. Bili su iznimno brojni u supragranularnim
slojevima (Slika 5.5), a relativno malobrojni u infragranularnim slojevima (Slika 5.6). U
granularnom sloju su CR* neuroni takoder bili zastupljeni u znatno manjem broju nego u

supragranularnim slojevima.

CR* neuroni bili su najgusce rasporedeni u slojevima Ib i II, a zatim u slojevima III i Ia, dok
su u slojevima IV, V i VI bili iznimno rijetko rasporedeni. U bijeloj tvari bio je prisutan mali

broj CR* neurona (Slika 5.7).

Ziv&ana vlakna CR* neurona bila su najizraZenija u slojevima Ib, II, Il 1 V, iako opcenito nisu

bila izrazito imunoreaktivna kao primjerice vlakna PV* i SOM™* neurona (Slika 5.7).

Opcenito, CR* neuroni pokazivali su izrazenu razliku u udjelima u ukupnom broju neurona
izmedu supragranularnih i infragranularnih slojeva. U supragranularnim slojevima CR*
neuroni Cinili su prosjecno 11,92 % svih neurona u BA9, odnosno 15,30 % u BAl4r. U
infragranularnim slojevima cinili su pak svega 1,57 % ukupnog broja neurona u BA9 te

1,82 % u BAl4r.

Detaljna analiza raspodjele CR* neurona po slojevima pokazala je da su CR* neuroni imali
najve¢i udio u ukupnom broju neurona u sloju Ib gdje su prosjecno Cinili 23,92 % svih
neurona u BA9, odnosno 34,46 % svih neurona u BAl4r. Po zastupljenosti u ukupnom broju
neurona slijedili su redom slojevi Ia (20,85 % u BA9 i 24,47 % u BAl4r), 11 (13,26 % u BA9
i 15,87 % u BAl4r) i III (8,95 % u BA9 i 11,24 % u BA14r). Udio CR* neurona u ukupnom
broju neurona progresivno se smanjivao s dubinom sloja u mozdanoj kori pa je tako njihov
udio bio malen u slojevima IV (2,65 % u BA91 3,49 % u BAl4r), V (1,87 %9 uBA91 1,89 %
uBA14r)1 VI (1,26 % u BA91 1,70 % u BA14r) (Tablica 5.3 i Slika 5.8).
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NeuN Spojena slika

BA9

BA14r

Slika 5.5. Konfokalna snimka histoloSkih rezova dvostruko obiljeZenih imunofluorescencijom.
Prikazani su supragranularni slojevi Brodmannovih polja 9 i 14r. U zelenom kanalu vidljive su CR*
stanice, a u crvenom kanalu vidljive su NeuN"* stanice. Na spojenoj slici vidljiva je kolokalizacija CR i

NeuN molekularnih biljega.
45



Spojena slika

BA9

BA14r

Slika 5.6. Konfokalna snimka histoloskih rezova dvostruko obiljeZzenih imunofluorescencijom.
Prikazani su infragranularni slojevi Brodmannovih polja 9 i 14r. U zelenom kanalu vidljive su CR*
stanice, a u crvenom kanalu vidljive su NeuN™* stanice. Na spojenoj slici vidljiva je kolokalizacija CR i
NeuN molekularnih biljega.
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Slika 5.7. Binarizirane konfokalne snimke anti-CR obojenih rezova iz Brodmannovih polja 91 14r.
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Tablica 5.3. Udio CR* neurona (u %) u ukupnom broju neurona u Brodmannovim poljima 9 i 14r.

BA9 BAldr
L Aritmeti¢ka Medijan Aritmeticka Medijan
1 Kk
Sloj moZdane kore sredina + SD (IQR) sredina + SD (IQR)
Ia 20,85+278  20,12(1,17) 2447+681  2328(11,59)
b 2392+ 624  2270(1.69) 3446+503 3353 (4.89)
I 1326+4,00 1429 (648) 1587171 16,15 (1,54)
1 8,95 + 1,52 9,01 2,04)  1124+1,06 11,44 (0,71)
IV 2.65 % 0,56 2,33 (0,56) 3.49 + 0,64 3,56 (0,78)
vV 1.87 + 0,33 1,96 (0,54) 1.89 + 0,26 2,00 (0,44)
VI 1.26 = 0,40 1,17 (0,66) 1,70 = 0,47 1,73 (0,50)
fi“f‘ii‘lg)ra““'am‘ slojevi 11924246 1250 (4.08)  1530+125 1473 (1,53)
Infragranularni slojevi 1,57 0,34 1,51 (0,52) 1,82 +0,27 1,82 (0,29)
(V=VI)
8“_“3‘1‘)" 8,21+ 1,24 794 (1,81)  1024+0,55 10,08 (0,82)
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Slojevi mozdane kore

Slika 5.8. Tockasti dijagram rasprSenja koji prikazuje raspodjelu udjela CR* neurona u ukupnom broju
neurona po slojevima i unutar slojeva. Pojedinacne tocke predstavljaju vrijednosti za pojedini
analizirani mozak. Crvenom bojom oznacene su vrijednosti za Brodmannovo polje 9, a plavom bojom
vrijednosti za Brodmannovo polje 14r. Dugackom horizontalnom crtom prikazana je aritmeticka
sredina, a stupcima pogreske (engl. error bars) prikazana je SD.
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CR* neuroni jedina su populacija kortikalnih interneurona ¢ija su tijela konzistentno bila
imunoreaktivna na svim analiziranim rezovima u sloju Ia. Vrlo mali broj CR* stanica u sloju

Ia bio je poloZen horizontalno $to je karakteristika Cajal-Retziusovih stanica. Takoder, vrlo

mali broj CR" stanica u sloju Ia nije bio pozitivan na NeuN (CR*/NeuN~ stanice) (Slika 5.9).

Slika 5.9. Konfokalna snimka sloja I u Brodmannovom polju 9. U crvenom kanalu prikazane su CR*
stanice, a u zelenom kanalu NeuN* stanice. Na spojenoj slici vidljive su dvije CR* stanice koje ne
koeksprimiraju NeuN (oznacene strelicama) te dvije CR* stanice koje koeksprimiraju NeuN (oznacene
zvjezdicom, kolokalizacija na spojenoj slici vidi se kao Zuta boja). Bijela vodoravna crta predstavlja
skalu od 20 pm.
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5.2.2. Raspodjela parvalbuminskih neurona po slojevima

PV neuroni ¢inili su prosjecno 7,14 % ukupnog broja neurona u BA9 te 6,33 % ukupnog

broja neurona u BA14r. PV* neuroni bili su relativno mnogobrojni u slojevima IIT — VI.

PV™* neuroni bili su podjednako gusto rasporedeni u slojevima III, IV, V i VI, neSto manje
gusto u sloju II, a u sloju I bili su iznimno rijetko rasporedeni. U bijeloj tvari bio je prisutan

iznimno mali broj PV* neurona (Slika 5.10).

Dok su CR* neuroni u sloju II imali ujednacenu raspodjelu po cijelom sloju, PV* neuroni bili
su prisutni samo u dubinskim dijelovima sloja II, na granici prema sloju III, a gotovo nikad

nisu bili prisutni u sredini sloja II ili prema granici sa slojem I (Slika 5.10).

Zivéana vlakna PV* neurona u BA9 bila su najizraZenija u donjem dijelu sloja I i sloju IV, a
zatim u povrSinskom dijelu sloja III te slojevima II i VI (Slika 5.10). U BA14r, PV* vlakna
bila su takoder najizraZenija u dubinskom dijelu sloja III i sloju IV, ali su bila jako izrazena i
u sloju VI te u dubinskom dijelu sloja V (Slika 5.11). U oba Brodmannova polja, u sloju I
gotovo nije bilo vlakana imunoreaktivnih na PV. Op¢enito, PV* vlakna pokazivala su izrazito
visok stupanj imunoreaktivnosti te su tvorila spletove uokolo tijela piramidnih neurona §to je

tipi¢no inervacijsko podrucje koSarastih stanica (Slika 5.12).

Za razliku od CR* neurona, PV neuroni bili su podjednako zastupljeni i u supragranularnim i
u infragranularnim slojevima. U supragranularnim slojevima PV* neuroni ¢inili su prosje¢no
6,14 % svih neurona u BA9 te 5,63 % u BAl4r, dok su u infragranularnim slojevima cinili

prosjecno 6,13 % svih neurona u BA9 te 4,75 % u BAl4r.

Analizom udjela po slojevima ustanovljeno je da su PV* neuroni najveéi udio u ukupnom
broju neurona imali u sloju IV gdje su prosjecno ¢inili 9,74 % svih neurona u BA9, odnosno
10,02 % u Bl4r, Sto je 1,5 — 1,8 puta viSe nego u supragranularnim i infragranularnim
slojevima. Po zastupljenosti u ukupnom broju neurona slijedili su redom slojevi III (8,96 % u
BA918,49 % u BAl4r), V (7,85 % u BA9 14,53 % u BAl4r), VI (4,59 % u BA91 5,60 % u
BA14r)i1II (2,27 % u BA9 i 3,86 % u BA14r). PV* neuroni u sloju I bili su prisutni svega u
tri analizirana mozga (mozgovi C0382, CO383 i 630386), a ¢esto u tim mozgovima nisu bili
prisutni ni na svakom histoloskom rezu. U oba podsloja sloja I, PV* neuroni ¢inili su iznimno
mali prosjecni udio u ukupnom broju neurona: 3,24 % u BA9, odnosno 2,22 % u BAl4r u

sloju Ia te 0,52 % u BA9, odnosno 0,44 % u BA14r u sloju Ib (Tablica 5.4 i1 Slika 5.13).

Sve PV™ stanice koeksprimirale su biljeg NeuN, za razliku od dijela CR" stanica sloja Ia.

50



Spojena slika

Slika 5.10. Konfokalna snimka histoloskih rezova dvostruko obiljezenih imunofluorescencijom u
Brodmannovom polju 9. U crvenom kanalu vidljive su PV™ stanice, a u zelenom kanalu vidljive su
NeuN* stanice. Na spojenoj slici vidljiva je kolokalizacija PV i NeuN molekularnih biljega.
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Slika 5.11. Konfokalna snimka anti-PV bojenja u Brodmannovom polju 14r. Vidljive su dvije
odvojene pruge PV* vlakana — jedna izraZenija u sloju IV i dubinskom dijelu sloja III te druga manje
izraZena u sloju VI i dubinskom dijelu sloja V.
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Slika 5.12. Konfokalna snimka dvostruko obiljeZzenog reza (anti-NeuN i anti-PV) na granici slojeva III
i IV u Brodmannovom polju 9. U crvenom kanalu vidljive su PV* stanice, a u zelenom kanalu NeuN™*
stanice. Na spojenoj slici vidljivo je kako PV* vlakna obuhvacaju tijelo velikog piramidnog neurona
sloja IlIc (oznaceno bijelom strelicom).
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Tablica 5.4. Udio PV* neurona (u %) u ukupnom broju neurona u Brodmannovim poljima 9 i 14r.

BA9

BA1l14r

Sloj mozdane kore

Aritmeticka

Medijan

Aritmeticka

Medijan

sredina + SD (IQR) sredina + SD (IQR)
Ia 342+5.12 0,00 (5,59) 222+335 1,01 (2,10)
b 0.52+0,73 0,18 (0,67) 0,44 + 0,55 0,18 (0,80)
I 2.27 +0.88 2,17 (0,7) 386+ 1,26 4,05 (1,53)
I 8,96 + 3,66 9,21 (2,26) 849 + 1,51 8,31 (2,87)
IV 9,74 +4,71 9,14 (7,18) 10,02+£3,92 11,48 (6,85)
vV 7.85 +3,56 6,72 (2,55) 4,53 + 1,54 3,99 (2,29)
VI 459 + 1,74 4,84 (1,28) 5.60 + 3,41 7,09 (5,98)
fi“f‘ii‘lg)ra““'am‘ slojevi 6.14+2.14  573(125)  5.63+052 563 (045)
Infragranularni slojevi 6,13 +2.40 5,82 (1,41) 4,75 + 2,07 4,69 (3,14)
(V=VI)
8“_“3‘1‘)" 7,14 + 1,31 7,06 (0,79) 6,33 + 0,81 6,53 (0,91)
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Slika 5.13. Tockasti dijagram rasprSenja koji prikazuje raspodjelu udjela PV* neurona u ukupnom
broju neurona po slojevima i unutar slojeva. Pojedinacne tocke predstavljaju prosjecne vrijednosti za
pojedini analizirani mozak. Crvenom bojom oznacene su vrijednosti za Brodmannovo polje 9, a
plavom bojom vrijednosti za Brodmannovo polje 14r. Dugackom horizontalnom crtom prikazana je
aritmetiCka sredina, a stupcima pogreske prikazana je SD.
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5.2.3. Raspodjela kalbindinskih neurona po slojevima

CB* neuroni ¢inili su prosje¢no 4,73 % ukupnog broja neurona u BA9 te 5,02 % ukupnog
broja neurona u BA14r. Bili su iznimno brojni u supragranularnim slojevima, a malobrojni u

granularnom i infragranularnim slojevima.

CB* neuroni bili su najgusée rasporedeni u sloju II, a zatim u sloju III, dok su u slojevima IV,
V i VI bili vrlo rijetko rasporedeni. Izuzetno rijetko su bili prisutni u sloju I, a u bijeloj tvari

bio je prisutan tek pokoji CB* neuron po histoloSkom rezu (Slika 5.14).

U sloju II, CB* neuroni obi¢no su bili rasporedeni u sredini sloja, a rijetko uz granice prema
slojevima I i III, ¢ime su se razlikovali i od CR* i od PV* neurona po raspodjeli u tom sloju

(Slika 5.14).

Ziv¢ana vlakna CB* neurona bila su najizraZenija u sloju II, a zatim u sloju IIl. U ostalim
slojevima bila su slabo izraZzena. Opcenito, CB* vlakna pokazivala su nizak do umjeren
stupanj imunoreaktivnosti (nesto ve¢i u odnosu na CR* vlakna, ali zna¢ajno manji od PV* i

SOM* vlakana) (Slika 5.14).

Sli¢no kao i CR* neuroni, CB* neuroni pokazivali su izrazenu razliku u raspodjeli izmedu
supragranularnih i infragranularnih slojeva. U supragranularnim slojevima CB™* neuroni ¢inili
su prosje¢no 6,36 % svih neurona u BA9, odnosno 7,03 % u BAl4r. U infragranularnim

slojevima €inili su pak svega 2,05 % ukupnog broja neurona u BA9 te 2,51 % u BAl4r.

Analizom udjela po slojevima ustanovljeno je da su CB* neuroni najve¢i udio u ukupnom
broju neurona imali u sloju II gdje su prosjecno ¢inili 11,97 % svih neurona u BA9, odnosno
12,35 % u B14r, a zatim je slijedio sloj IIT gdje su CB* neuroni prosje¢no ¢inili 4,02 % svih
neurona u BA9, odnosno 4,44 % u BAl4r. Po zastupljenosti u ukupnom broju neurona
slijedili su redom slojevi VI (2,47 % u BA9 1 3,40 % u BA14r), IV (1,35 %9 uBA91 1,78 % u
BA14r), V (1,20 % u BA91 1,65 % u BAl4r)i1b (0,81 % u BA91i 1,37 % u BAl4r). U sloju
Ia nadeno je svega nekoliko CB* stanica i to samo u jednom mozgu (CO382), samo u BA14r.
Sli¢no kao i PV* neuroni, u sloju Ib CB* neuroni bili su prisutni samo u tri mozga (ponovno
C0382, C0383 i CO386). Za razliku od CR* neurona &iji se udio uvijek smanjivao s
povecanjem dubine sloja u mozdanoj kori, udio CB* neurona u sloju VI bio je oko dva puta

veci nego u slojevima IV 1 V (Tablica 5.5 1 Slika 5.15).

Kao i PV* stanice, sve CB™ stanice koeksprimirale su biljeg NeuN.
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Slika 5.14. Konfokalna snimka histoloskih rezova dvostruko obiljeZzenih imunofluorescencijom u
Brodmannovom polju 9. U crvenom kanalu vidljive su CB* stanice, a u zelenom kanalu vidljive su
NeuN* stanice. Na spojenoj slici vidljiva je kolokalizacija CB i NeuN molekularnih biljega. Osim
iznimno imunoreaktivnih CB* interneurona, anti-CB bojenjem prikazuju se i piramidni neuroni znatno
niZe imunoreaktivnosti na CB. Ti slabo imunoreaktivni piramidni neuroni smjeSteni su gotovo
iskljuc¢ivo u slojevima II i III.
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Tablica 5.5. Udio CB* neurona (u %) u ukupnom broju neurona u Brodmannovim poljima 9 i 14r.

BA9 BAldr
L Aritmeti¢ka Medijan Aritmeticka Medijan
1 k
Sloj moZzdane kore sredina + SD (IQR) sredina = SD (IQR)
Ia 0 0 0,33 +0,73 0,00 (0,00)
b 081096 034 (1.75) 1374224 0.26(1.35)
1l 11,97+7,99 11,33 (13.86) 12.35+639 13,03 (2,29)
111 402209 461238  444+171 4,66 (0,53)
v 1,35+0,97 1,38 (1,19) 1,78 £ 0,87 1,57 (0,55)
% 1,20 0,69 1,39 (0,80) 1,65 +0,97 1,90 (1,41)
VI 247+ 131 2,28 (0.81) 3,40 + 2,65 3,22 (1,78)
P ppranularnt slojer 6364222 681(324) 703130  697(0,16)
Infragranularni slojevi 2,05+0,18 2,01 (0,13) 2,51 +1,29 2,17 (1,00)
(V - VI)
8“_“3‘1‘)" 4,73 £ 1,42 4,67 (2,09) 502 +1,17 5,37 (0,63)
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Slika 5.15. Tockasti dijagram rasprSenja koji prikazuje raspodjelu udjela CB* neurona u ukupnom
broju neurona po slojevima i unutar slojeva. Pojedinacne tocke predstavljaju prosjecne vrijednosti za
pojedini analizirani mozak. Crvenom bojom oznacene su vrijednosti za Brodmannovo polje 9, a
plavom bojom vrijednosti za Brodmannovo polje 14r. Dugackom horizontalnom crtom prikazana je
aritmetiCka sredina, a stupcima pogreske prikazana je SD.
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5.2.4. Raspodjela somatostatinskih neurona po slojevima

SOM* neuroni ¢inili su prosje¢no 6,38 % ukupnog broja neurona u BA9 te 7,28 % ukupnog

broja neurona u BA14r.

SOM* neuroni podjednako su gusto bili rasporedeni u slojevima II — VI, a u sloju I bili su
iznimno rijetko prisutni. Za razliku od svih ostalih analiziranih populacija kortikalnih
interneurona, SOM™ neuroni bili su prisutni i u bijeloj tvari u relativno velikom broju, iako i
dalje rijetko rasporedeni s obzirom na opcenito malu gusto¢u neurona u bijeloj tvari (Slika

5.16, Slika 5.17 i Slika 5.18).

U sloju II, SOM* neuroni Cesto su bili rasporedeni u sredini sloja, a rijetko uz granice prema

slojevima I i III, tj. imali su vrlo sli¢nu raspodjelu kao i CB* neuroni u tom sloju (Slika 5.16).

Ziv¢ana vlakna SOM* neurona daleko su najviSe bila izraZena u sloju Ia, a zatim u sloju Ib,
sloju IV 1 sloju VI. Vlakna su bila prisutna i u slojevima II, III i V, ali neSto manje gusto
rasporedena u usporedbi s ostalim slojevima. SOM™ vlakna bila su prisutna i u bijeloj tvari,
iako su tamo bila slabo zastupljena u odnosu na mozdanu koru. Opéenito, SOM* vlakna
pokazivala su izrazito visok stupanj imunoreaktivnosti, usporedivu s razinom

imunoreaktivnosti PV* vlakana (Slika 5.16, Slika 5.17 i Slika 5.18).

Sli¢no kao i PV* neuroni, SOM* neuroni bili su podjednako zastupljeni i u supragranularnim i
u infragranularnim slojevima. U supragranularnim slojevima SOM? neuroni ¢inili su
prosje¢no 5,52 % svih neurona u BA9 te 6,66 % u BAl4r, dok su u infragranularnim

slojevima €inili prosje¢no 6,58 % svih neurona u BA9 te 7,39 % u BAl4r.

Analizom udjela po slojevima ustanovljeno je da su SOM* neuroni najvec¢i udio u ukupnom
broju neurona imali u sloju IV (kao i PV* neuroni) gdje su prosjec¢no Cinili 7,31 % svih
neurona u BA9, odnosno 8,47 % u B14r. Po zastupljenosti u ukupnom broju neurona slijedili
su redom slojevi II (5,81 % u BA9 i 8,60 % u BA14r), V (5,63 % u BA9 16,22 % u BAl4r),
I (5,22 % u BA9 1 6,08 % u BAl4r), VI (4,02 % u BA9 15,78 % u BAl4r)iIb (0,41 % u
BA9 i 1,38 % u BAl4r). U sloju Ia nije nadena nijedna SOM* stanica ni na jednom
histoloSkom rezu. Sli¢no kao i CB* neuroni, u sloju Ib SOM™ neuroni nisu bili prisutni u svim
mozgovima (u BA9 nadeni su samo u mozgovima C0382 i CO383, a u BAl4r u mozgovima

C0383, CO386 i CO387) (Tablica 5.6 i Slika 5.19).

Kao i PV* te CB" stanice, sve SOM™ stanice koeksprimirale su biljeg NeuN, ukljucujuéi i

brojne SOMT stanice u bijeloj tvari.
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Slika 5.16. Konfokalna snimka histoloskih rezova dvostruko obiljezenih imunofluorescencijom u
Brodmannovom polju 14r. U crvenom kanalu vidljive su SOM? stanice, a u zelenom kanalu vidljive su
NeuN* stanice. Na spojenoj slici vidljiva je kolokalizacija SOM i NeuN molekularnih biljega.
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Slika 5.17. Binarizirana konfokalna snimka vijuge, gyrus rectus koja prikazuje raspodjelu SOM™*
neurona i vlakana u Brodmannovom polju 14r. Vidljive su i relativno mnogobrojne velike SOM™*
stanice u bijeloj tvari
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Slika 5.18. Binarizirana konfokalna snimka koja prikazuje raspodjelu SOM™* neurona i vlakana po
slojevima u Brodmannovom polju 14r. Vidljivo je da su SOM* vlakana najizraZenija u sloju I, a zatim
u slojevima IV i VL.
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Tablica 5.6. Udio SOM* neurona (u %) u ukupnom broju neurona u Brodmannovim poljima 9 i 14r.

BA9 BAl4r
L Aritmeticka Medijan Aritmeticka Medijan
1 k
Sloj mozdane kore sredina + SD (IQR) sredina + SD (IQR)
Ia 0 0 0 0
b 0,40 + 0,61 0,00 (0,61) 1,38 + 1,46 1,43 (2,00)
T 5,81 +2,93 5,12 (5,03) 8,60 + 3,86 9,52 (4,90)
I 5,22 +£3,02 6,62 (5,42) 6,08 £2,95 6,82 (2,00)
v 731 +4,43 7,34 (6,70) 8,47 +4,17 7,57 (5,43)
vV 5,63 £3,04 4,86 (2,52) 6,22 +4,77 5,07 (0,83)
VI 4.02 1,65 3,94 (1,89) 5,78 +2,82 7,07 (4.51)
ES‘qu)II'aiIIg)ranularm slojevi 552 £2.08 5,46 (2,14) 6,66 + 1,57 6,77 (3,12)
Infragranularni slojevi 6.58 + 1,99 6,47 (1,09) 7.39 +2.77 8,04 (3,49)
(V-VI)
gk_uslll)o 6,38 +1,21 6,36 (1,42) 7,28 + 1,84 8,03 (1,99)
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Slika 5.19. Tockasti dijagram rasprSenja koji prikazuje raspodjelu udjela SOM™* neurona u ukupnom
broju neurona po slojevima i unutar slojeva. Pojedinacne tocke predstavljaju prosjecne vrijednosti za
pojedini analizirani mozak. Crvenom bojom oznacene su vrijednosti za Brodmannovo polje 9, a
plavom bojom vrijednosti za Brodmannovo polje 14r. Dugackom horizontalnom crtom prikazana je
aritmetiCka sredina, a stupcima pogreske prikazana je SD.
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5.2.5. Posebnosti ustroja kortikalnih interneurona u pojedinim slojevima prefrontalne
mozdane Kkore

Analizom raspodjele kortikalnih interneurona po slojevima utvrdeno je da se struktura

kortikalne neuralne mreZe znatno razlikuje izmedu slojeva. Ta razlika posebno je izrazena

izmedu supragranularnih i infragranularnih slojeva te unutar supragranularnih slojeva gdje

svaki pojedini supragranularni sloj ima jedinstvenu strukturu kortikalnih interneurona.

U supragranularnim slojevima najbrojnija populacija kortikalnih interneurona bili su CR*
neuroni koji su prosjecno Cinili 11,92 % svih neurona u BA9, odnosno 15,30 % svih neurona
u BA14r. CB" neuroni bili su druga najzastupljenija populacija interneurona s prosje¢nim
udjelom od 6,36 % u BA9 i 7,03 % u BA14r. Svega nesto manje brojni bili su PV* neuroni s
prosjecnim udjelom od 6,14 % u BA9 i 5,64 % u BAl4r te SOM* neuroni s prosjecnim
udjelom od 5,52 % u BA9 1 6,66 % u BA14r (Tablica 5.7).

U infragranularnim slojevima najbrojniji su bili SOM™* neuroni s prosje¢nim udjelom 6,58 %
uBA9i 7,39 % u BAl4r, a neSto manje brojni bili su PV* neuroni s prosjec¢nim udjelom 6,13
% u BA9 i 4,76 % u BAl4r. CB* neuroni bili su slabo zastupljeni u infragranularnim
slojevima s prosje¢nim udjelom od 2,05 % u BA9 i 2,51 % u BA14r, dok su CR* neuroni bili
najmanje brojni s prosje¢nim odjelom od 1,57 % u BA9 i 1,82 % u BA14r (Tablica 5.7).

Tablica 5.7. Udjeli pojedinih populacija kortikalnih interneurona u ukupnom broju neurona (u %) u
supragranularnim (SG) i infragranularnim (IG) slojevima te granularnom (G) sloju.

CR PV CB SOM
BA9 BAldr BA9 BAldr BA9 BAldr BA9 BAldr

Aritmeticka ) 430 614 564 636 703 552 6,66

SG sredina
SD 246 125 214 052 222 130 208 157
Aritmeticka

G e 157 182 613 476 205 251 658 739
SD 125 027 240 207 018 129 199 277

Aritmeticka 2,65 3,49 9,74 10,02 1,35 1,78 7,31 8,47
G sredina
SD 0,56 0,64 4,71 3,92 0,97 0,87 4,43 4,17

Takoder, razlike izmedu supragranularnih i infragranularnih slojeva u udjelima CR* i CB*
neurona bile su statisticki znacajne (P < 0,0001 za CR i za CB; upareni t-test), dok razlike u
udjelima PV* i SOM™ neurona nisu bile statisticki znacajne (P = 0,5819 za PV; P = 0,4423 za
SOM) (Slika 5.20).
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Iz navedenog slijedi da su razlike u strukturi interneuronske mreZe izmedu supragranularnih i
infragranularnih slojeva pretezito posljedica razlika u laminarnoj raspodjeli CR* i CB*

neurona smjeStenih preteZito u supragranularnim slojevima.

20- CR PV CB SOM

—
T

Pt

Udio u ukupnom broju
NeuN" neurona (%)
o &

Slika 5.20. Usporedba udjela razli¢itih populacija kortikalnih interneurona u supragranularnim i
infragranularnim slojevima (zbirni prikaz za Brodmannova polja 9 i 14r). Podatci su prikazani kao
aritmeticka sredina s 95%-tnim CI.

Sli¢no kao i u infragranularnim slojevima, u granularnom sloju najbrojniji su bili PV* i SOM*

neuroni, dok su CR* i CB* neuroni u tom sloju bili malobrojni.

Razmatrajuci svaki sloj moZdane kore zasebno, vidljivo je da postoji jedinstven omjer udjela

pojedinih populacija kortikalnih interneurona u slojevima I, IT i I1L.

Tako su u sloju I od kortikalnih interneurona bili prisutni gotovo isklju¢ivo CR* neuroni, s
malim udjelima PV*, CB* i SOM™ neurona (Slika 5.21). U sloju II i dalje su najzastupljeniji
bili CR* neuroni, ali se udio CB* neurona u ovom sloju zna¢ajno povecao i bio je vrlo blizak
udjelu CR* neurona. Udio SOM™ neurona bio je nesto manji od udjela CB* neurona u sloju II,
dok su PV* neuroni imali najmanji udio od svih populacija u ovom sloju (Slika 5.22). U sloju
IIT su ponovno prosje¢no najzastupljeniji bili CR* neuroni, uz velik udio PV* neurona. Treéi
po zastupljenosti u sloju III bili su SOM* neuroni, dok su CB* neuroni bili ne$to manje brojni

u tom sloju (Slika 5.22).
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Slika 5.21. Prikaz udjela razlicitih populacija kortikalnih interneurona u slojevima Ia i Ib. Podatci su

prikazani kao aritmeticke sredine, a stupci pogreske predstavljaju SD.
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Slika 5.22. Prikaz udjela razli¢itih populacija kortikalnih interneurona u slojevima II i III. Podatci su

prikazani kao aritmeticke sredine, a stupci pogreske predstavljaju SD.
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Za razliku od supragranularnih slojeva, omjeri udjela populacija kortikalnih interneurona u
slojevima IV — VI pribliZno su jednaki s preklapaju¢im raspodjelama omjera interneurona. U
sva tri sloja, PV*" i SOM* neuroni najbrojnije su populacije, a CR* i CB* neuroni vrlo su slabo

zastupljeni (Slika 5.23).

Slika 5.23. Ternarni dijagram koji prikazuje relativne udjele triju najvecih analiziranih populacija
kortikalnih interneurona (CR, PV i SOM) u Brodmannovim poljima 9 i 14r. Slojevi I, II i III imaju
nepreklapajuce raspodjele omjera populacija interneurona, dok slojevi IV, V i VI imaju preklapajuce
raspodjele omjera.
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Konac¢no, iz prikazanog je vidljivo da svaka analizirana populacija interneurona ima

jedinstvenu raspodjelu po slojevima (Slika 5.24 i Tablica 5.8).

SOM

Slika 5.24. Tockasti dijagrami s prikazom raspodjele razlicitih populacija kortikalnih interneurona po
slojevima moZdane kore (zbirni prikaz za Brodmannova polja 9 i 14r). Vidljivo je da svaka populacija
interneurona ima specifi¢nu raspodjelu po slojevima.
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Osim toga, i Ziv€ana vlakana svake od analiziranih populacija interneurona imaju jedinstvenu

raspodjelu po slojevima (Slika 5.25 i Tablica 5.8).

CR PV CB SOM

BT BT BT BT

Slika 5.25. Kvalitativni prikaz gustoce Ziv€anih vlakana pojedinih populacija kortikalnih interneurona
pomocu toplinske skale (zbirni prikaz za Brodmannova polja 9 i 14r). Tamno crvena boja predstavlja
vrlo visoku gusto¢u vlakana, zatim slijede svijetlo crvena boja koja predstavlja veliku gustocu
vlakana, narancasta boja koja predstavlja srednju gustocu vlakana, Zuta boja koja predstavlja nisku
gustocu vlakana i svijetlo Zuta boja koja predstavlja vrlo nisku gusto¢u vlakana.
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Tablica 5.8. Kvalitativna usporedba laminarne raspodjele tijela i vlakana pojedinih populacija
kortikalnih interneurona. Broj oznaka ,,+* oznacava relativne odnose brojnosti tijela/gusto¢e vlakana
interneurona. Oznaka ,.—* ozna€ava gotovo potpunu odsutnost tijela neurona ili vlakana. Oznaka ,,**
oznacava sporadi¢nu prisutnost tijela neurona.

loi CR PV CB SOM
0) Py = = v

tijela vlakna tijela vlakna tijela vlakna tijela vlakna
Ia + + * _ _ ++ _ ++++
Ib +++ ++ % _ % + % +++
1I ++++ ++ ++ ++ +++ +++ +++ ++
111 +++ ++ +++ ++++ +++ ++ +++ ++
v + + 4+ ++++ + + 4+ +++
vV + ++ +++ +++ + + +++ ++
VI + + + ++ ++ + +++ +++
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5.3. Morfoloska obiljezja pojedinih populacija kortikalnih interneurona

Statisticka analiza pokazala je da ne postoje znaCajne razlike izmedu BA9 i BAl4r u
morfometrijskim parametrima pa su u daljnjem tekstu rezultati morfometrijske analize

prikazani zbirno za obje regije.

5.3.1. Morfoloska obiljezja kalretininskih neurona

Ve¢ina CR* neurona imala je ovalno tijelo poloZeno okomito na pijalnu povrSinu, a
morfoloski su Cesto pripadali skupini bipolarnih stanica (Slika 5.26 i Slika 5.27). Dio CR*

neurona u sloju Ia imao je vodoravno poloZeno tijelo tipi¢no za Cajal-Retziusove stanice.

Sloj i/l

Slika 5.26. Konfokalne snimke koje prikazuju morfologiju CR* neurona na granici slojeva Il i III te u
sloju IV u Brodmannovom polju 9.
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Sloj VIVI

\

Slika 5.27. Konfokalna snimka koja prikazuje morfologiju CR* neurona u slojevima V i VI u
Brodmannovom polju 9.

Povrsina tijela CR* neurona bila je prosje¢no 97,51 um? X+ 1,41, bez znadajne razlike
izmedu supragranularnih (98,06 pm?> X+ 1,42) i infragranularnih (95,92 pm? X+ 1,46)
slojeva (P = 0,5802, Mann-Whitneyev test) (Slika 5.28).

A

1000, 1000+

100 100+

Povrsina tijela CR* neurona (umz)

Povrsina tijela CR* neurona (pm2

10 T T 10 T T T T T T T
SG IG | Il 1 v Vv \ BT

Slojevi moZdane kore

Slika 5.28. Tockasti dijagrami rasprSenja s prikazom raspodjele povrSine tijela CR* neurona na
logaritamskoj skali (zbirni podatci za Brodmannova polja 9 i 14r). DugaCke horizontalne crte
predstavljaju geometrijsku sredinu, a stupci pogreSke GSD. (A) Usporedba povrSine tijela CR*
neurona izmedu supragranularnih i infragranularnih slojeva. (B) Raspodjela povrSine tijela CR*
neurona po slojevima moZdane kore.
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KruZznost CR* neurona bila je prosje¢no 0,64 + 0,11 (bez znaajne razlike izmedu supra- i
infragranularnih slojeva, P = 0,8618, Welchov t-test), a aspektni omjer 0,68 = 0,12 (bez
znacajne razlike izmedu supra- i infragranularnih slojeva, P = 0,5409, Welchov t-test).

5.3.2. Morfoloska obiljezja parvalbuminskih neurona

PV* neuroni bili su multipolarni s pretezito okruglim, a rjede jajolikim oblikom tijela

(Slika 5.29). Morfoloski su PV* neuroni najc¢esce pripadali skupini koSarastih stanica.

Sloj 1171

AL

20 pm

Slika 5.29. Konfokalne snimke koje prikazuju morfologiju PV* neurona u razli¢itim slojevima
moZdane kore u Brodmannovom polju 9. Manji broj PV* neurona bio je neSto ve¢i od prosjeka s
jajolikim oblikom tijela (na slici oznacen zvjezdicom, *), obi¢no smjeSten u sloju III ili sloju V.
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Povrsina tijela PV* neurona bila je prosje¢no 136,70 pm? X+ 1,48, bez znacajne razlike
izmedu supragranularnih (138,40 pm? X+ 1,45) i infragranularnih (143,00 um? X+ 1,51)
slojeva (P = 0,5120) (Slika 5.30).

A B

1000 1000

JF 1 W-NHH

Povrsina tijela PV* neurona (pmz)
Povrsina tijela PV* neurona (pm?)

10 T T 10 T T T T T T r
SG IG | I L] I\ \'4 Vi BT

Slojevi moZdane kore

Slika 5.30. Tockasti dijagrami rasprSenja s prikazom raspodjele povrSine tijela PV* neurona na
logaritamskoj skali (zbirni podatci za Brodmannova polja 9 i 14r). Dugacke horizontalne crte
predstavljaju geometrijsku sredinu, a stupci pogreSke GSD. (A) Usporedba povrSine tijela PV*
neurona izmedu supragranularnih i infragranularnih slojeva. (B) Raspodjela povrSine tijela PV*
neurona po slojevima moZzdane kore.

KruZznost PV* neurona bila je prosje¢no 0,69 + 0,10 (bez znacajne razlike izmedu supra- i
infragranularnih slojeva, P = 0,4443), a aspektni omjer 0,73 £ 0,10 (bez znacajne razlike

izmedu supra- i infragranularnih slojeva, P = 0,5637).
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5.3.3. Morfoloska obiljezja kalbindinskih neurona

CB* neuroni u supragranularnim slojevima vec¢inom su bili multipolarni s okruglim (manjeg
maksimalnog promjera) ili jajolikim (veceg maksimalnog promjera) oblikom tijela. Valja
napomenuti da je u supragranularnim slojevima i dio piramidnih neurona bio imunoreaktivan
na CB, Sto gotovo nikad nije bio slu¢aj kod anti-CR i anti-PV bojenja. Ipak, imunoreaktivnost
na CB u interneuronima bila je znaCajno jaca od imunoreaktivnosti u piramidnim neuronima,
Sto je potvrdeno i znaCajnom razlikom u intenzitetu signala izmedu CB™ interneurona i
piramidnih neurona. Piramidni neuroni imunoreaktivni na CB bili su pretezito smjesSteni u

sloju III, a manji broj takvih neurona bio je prisutan i u sloju II (Slika 5.31).

Vecina CB* neurona u infragranularnim slojevima imala je mala okrugla tijela, a detaljnu
morfologiju bilo je teSko odrediti budu¢i da su bili slabo imunoreaktivni u podrucju dendrita
(Slika 5.31). Pojedini CB* neuroni, smjeSteni prvenstveno u infragranularnim slojevima, imali
su morfologiju tipi¢nu za neuroglijaformne stanice — imali su mala stanicna tijela te brojne

radijarno usmjerene kratke dendrite koji se rijetko granaju (Slika 5.31).

U infragranularnim slojevima ponekad je bio prisutan i pokoji veliki CB* neuron s tankim
uzlaznim nastavkom (vjerojatno akson) i opcenito morfologijom slihom onoj opisanoj u
rezus majmuna. Na dvostruko obiljeZenim anti-CR i anti-CB rezovima potvrdeno je da su te
stanice imunoreaktivne samo na CB (CB*/CR"), ali su u supragranularnim slojevima nadene
morfoloski vrlo sli¢ne stanice koje su bile imunoreaktivne samo na CR (CR*/CB") (Slika

5.31).

CB* neuroni u granularnom sloju imali su iznimno mala okrugla tijela, a takoder su bili slabo
imunoreaktivni u podru¢ju dendrita (Slika 5.31).

Povrsina tijela CB* interneurona bila je prosje¢no 101,70 pm?

X+ 1,52, pri ¢emu je u
supragranularnim slojevima bila znadajno veéa (107,10 um? X+ 1,51) nego u

infragranularnim slojevima (82,65 pm? X+ 1,48) (P = 0,0043) (Slika 5.32).

Kruznost CB* neurona bila je prosje¢no 0,68 + 0,10 (bez znacajne razlike izmedu supra- i
infragranularnih slojeva, P = 0,6292), a aspektni omjer 0,70 + 0,11 (bez znaCajne razlike

izmedu supra- i infragranularnih slojeva, P = 0,8226).
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Sloj /" ~ | Sloj I

Slika 5.31. Konfokalne snimke koje prikazuju morfologiju CB* neurona u razli¢itim slojevima
moZdane kore u Brodmannovim poljima 9 i 14r. U slojevima II i IIT vidljive su slabo imunoreaktivne
piramidne stanice (P) i jako imunoreaktivni interneuroni (I). U sloju IV vidljivi su mali okrugli CB*
neuroni, a vecina CB* neurona u slojevima V i VI svega je malo ve¢a od neurona u sloju IV. U
slojevima V i VI ponekad se nalaze neuroglijaformne stanice (NG) te veliki CB* neuroni s tankim
uzlaznim nastavkom (CB) koji vjerojatno predstavlja akson (a). Na dvostruko obiljezenim anti-CR i
anti-CB rezovima vidljivo je da se morfoloski slicni CR*/CB~ neuroni nalaze u supragranularnim
slojevima (CR).
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Slika 5.32. Prikaz povrSine tijela CB* neurona (zbirni podatci za Brodmannova polja 9 i 14r).
Dugacke horizontalne crte u panelima A i C predstavljaju geometrijsku sredinu, a stupci pogreske
GSD. (A) Usporedba povrsine tijela CB* neurona izmedu supragranularnih i infragranularnih slojeva
na logaritamskoj skali. (B) Usporedba povrSine tijela CB* neurona izmedu supragranularnih i
infragranularnih slojeva na linearnoj skali (vrijednosti prikazane kao medijan s 95%-tnim CI; budu¢i
da nema preklapanja CI, razlika je statisticki znacajna). (C) Raspodjela povrSine tijela CB* neurona po
slojevima moZdane kore prikazana na logaritamskoj skali.
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5.3.4. Morfoloska obiljezja somatostatinskih neurona

Za razliku od do sada opisanih populacija kortikalnih interneurona, SOM* neuroni pokazivali
su jasnu razliku u imunoreaktivnosti izmedu supragranularnih i infragranularnih slojeva.
SOM* neuroni u supragranularnim slojevima bili su znatno manje imunoreaktivni u odnosu
na SOM™ neurone u infragranularnim slojevima (Slika 5.33). Takoder, za razliku od ostalih
molekularnih biljega (CR, PV i CB) kojima je imunofluorescencijom prikazano cijelo tijelo
neurona, anti-SOM bojenje prikazivalo je poglavito citoplazmu u podrucju tijela neurona, dok

podrucje stani¢ne jezgre ve¢inom nije bilo imunoreaktivno.

Mnogi SOM* neuroni morfoloski su pripadali skupini Martinottijevih stanica §to potvrduje

velika gustoca SOM* vlakana u sloju Ia.

SOM* neuroni supragranularnih slojeva ve¢inom su imali tijela okruglog (manjeg promjera
tijela) ili ovalnog oblika (veCeg promjera tijela), dok je dio SOM* neurona bio znatno veci s

jako izduZenim okomito usmjerenim tijelom vretenastoga oblika (Slika 5.33).

SOM* neuroni u infragranularnim slojevima sastojali su se od barem dvije morfoloske
skupine okomito usmjerenih stanica — manjih, preteZito ovalnih i malo izduZenih stanica te
veCih, preteZito vretenastih i jako izduZenih stanica. Valja naglasiti da je morfoloska
raznolikost velikih SOM* neurona infragranularnih slojeva iznimno velika te iako je veéina

tih stanica vretenastog oblika, dio ih je nepravilnog (polimorfnog) oblika tijela (Slika 5.33).

Za SOMT* neurone u sloju IV bilo je teSko odrediti detaljnu morfologiju budué¢i da su

pokazivali slabu imunoreaktivnost u podrucju dendrita (Slika 5.33).

Opcenito, moguce je definirati barem cCetiri velike morfoloSke skupine SOM™ neurona u

mozdanoj kori, od kojih svaka ima specifi¢nu raspodjelu po slojevima:

1. umjereno imunoreaktivne, srednje velike 1 blago izduZene ovalne stanice prisutne u svim
slojevima moZzdane kore (osim u sloju I),

2. slabo imunoreaktivne, male i okrugle stanice prisutne isklju¢ivo u supragranularnim
slojevima (dominantno u sloju II),

3. slabo imunoreaktivne, iznimno male i okrugle stanice prisutne gotovo iskljucivo u sloju
IV (i eventualno u gornjim dijelovima sloja V na granici sa slojem IV),

4. jako imunoreaktivne, iznimno velike i jako izduZene vretenaste (CeSc¢e) ili polimorfne

(rjede) stanice prisutne dominantno u infragranularnim slojevima te sporadi¢no u sloju III.
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Sloj VIVI

Slika 5.33. Konfokalne snimke koje prikazuju morfologiju SOM* neurona moZdane kore u
Brodmannovom polju 14r. Vidljiva su barem cetiri morfoloska tipa stanica: srednje velike ovalne
stanice (*), male okrugle stanice karakteristicne za supragranularne slojeve (SG), iznimno male
okrugle stanice karakteristicne za granularni sloj (G) te velike vretenaste i polimorfne stanice
karakteristi¢ne za infragranularne slojeve (IG).
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U bijeloj tvari bile su prisutne iskljucivo velike vretenaste ili polimorfne SOM™ stanice, sli¢ne
velikim SOM* stanicama infragranularnih slojeva. Ipak, vretenaste SOM™ stanice u bijeloj
tvari bile su uglavnom joS§ izduZenije od vretenastih stanica u infragranularnim slojevima s

cesto gotovo Stapicastim oblikom tijela (Slika 5.34).

Slika 5.34. Konfokalne snimke koje prikazuju morfologiju SOM™* neurona u bijeloj tvari u
Brodmannovom polju 14r. Svi SOM* neuroni u bijeloj tvari su vrlo veliki, veli¢inom sli¢ni velikim
SOM* neuronima u infragranularnim slojevima. Najvec¢i broj SOM* neurona u bijeloj tvari je izuzetno
izduZenog vretenastog (gotovo Stapicastog) oblika tijela (Cesto izduZenijeg nego u infragranularnim
slojevima), a manji dio je nepravilnog, polimorfnog oblika tijela.

Povrsina tijela SOM* neurona bila je prosje¢no 105,80 pm?

X+ 1,62, pri ¢emu je u
infragranularnim  slojevima bila zna¢ajno veéa (123,30 um? X+ 1,65) nego u

supragranularnim slojevima (94,33 um? x=+ 1,51) (P < 0,0001) (Slika 5.35).

Opcenito, povrsina tijela SOM* neurona povecavala se progresivnho s dubinom sloja u
mozdanoj kori, uz iznimku sloja IV u kojem su SOM* neuroni prosje¢no imali manju
povrsinu tijela od oba susjedna sloja (82,51 pum? X+ 1,48) zbog dominacije iznimno malih

okruglih SOM* neurona u tom sloju.

Porast veli¢ine tijela SOM* neurona u infragranularnim slojevima posljedica je veceg broja
izuzetno velikih vretenastih i polimorfnih stanica koje su veli¢inom usporedive sa srednje

velikim piramidnim stanicama (300 — 500 pm?).

Budu¢i da su u bijeloj tvari bile prisutne isklju¢ivo velike SOM* stanice, prosjecna povrSina

SOM" stanica bila je najveéa upravo u bijeloj tvari (190,50 um? X+ 1,43).

80



1000- 140
":"-.. ;~ P<0.0001
€ : £ 130 EE—
© ] ]
5 4 §
5 5 1201
g 2
+ +
= =
O 1001 O 1107
? 7
L 8
2, 2,
= = 1004
] ©
= £
:g ag
<) o 901
o o
10 T T 80 T T
SG IG SG IG

C 1000+

100+

Povrsina tijela SOM* neurona (pmz)

10 T L) T 1 T 1 L)
| I 1} v \') Vi BT

Slojevi mozdane kore

Slika 5.35. Prikaz povrSine tijela SOM* neurona (zbirni podatci za Brodmannova polja 9 i 14r).
Dugacke horizontalne crte u panelima A i C predstavljaju geometrijsku sredinu, a stupci pogreske
GSD. (A) Usporedba povrSine tijela SOM* neurona izmedu supragranularnih i infragranularnih
slojeva na logaritamskoj skali. (B) Usporedba povrSine tijela SOM* neurona izmedu supragranularnih
i infragranularnih slojeva na linearnoj skali (vrijednosti prikazane kao medijan s 95%-tnim CI; budu¢i
da nema preklapanja CI, razlika je statisticki znacajna). (C) Raspodjela povrSine tijela SOM* neurona
po slojevima mozdane kore prikazana na logaritamskoj skali.
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Kruznost SOM™* neurona bila je prosje¢no 0,56 + 0,14, pri ¢emu je kruznost u
supragranularnim slojevima bila zna¢ajno veca (0,59 + 0,13) od kruZnosti u infragranularnim

slojevima (0,52 + 0,14) (P < 0,0001) (Slika 5.36).

Aspektni omjer SOM * neurona bio je prosjecno 0,60 + 0,14, a kao i kruZnost, zna¢ajno veci
bio je u supragranularnim slojevima (0,63 £ 0,13) nego u infragranularnim slojevima (0,56 +

0,14) (P <0,0001) (Slika 5.36).

Smanjenje kruznosti i aspektnog omjera tijela SOM* neurona u infragranularnim slojevima

ponovno je posljedica prisutnosti zna¢ajnog broja velikih izuzetno izduZenih vretenastih

stanica.
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Slika 5.36. Tockasti dijagrami rasprSenja s prikazom raspodjele kruZnosti (A) i aspektnog omjera (B)
tijela SOM* neurona po slojevima (zbirni podatci za Brodmannova polja 9 i 14r). Dugacke
horizontalne crte predstavljaju aritmeti¢ku sredinu, a stupci pogreske SD.
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5.3.5. Usporedba morfoloskih obiljezja pojedinih populacija interneurona

Osim u laminarnoj raspodjeli, analizirane populacije kortikalnih interneurona razlikovale su
se medusobno i u odredenim morfometrijskim parametrima. Tako su PV* neuroni imali
prosje¢no uvjerljivo najveéu povrsinu tijela (136,70 um?), a CR* neuroni najmanju (97,51
pm?). SOM* neuroni imali su drugu po veli¢ini prosjeénu povrsinu tijela (105,80 um?), dok su
CB* neuroni imali ne$to manju prosje¢nu povriinu tijela (101,70 pm?) (Tablica 5.9 i

Slika 5.37).

Razlike u povrsini tijela izmedu PV* neurona i svih ostalih populacija kortikalnih
interneurona bile su statisticki znacajne (P < 0,0001 za sve usporedbe, Kruskal-Wallisov test s
Dunnovim post hoc testom), kao i razlika izmedu CR* i SOM* neurona (P = 0,0196)

(Slika 5.37).

Tablica 5.9. Prosjecne povrSine tijela i varijabilnost povrsine tijela pojedinih populacija interneurona.

CR PV CB SOM

Geometrijska
. s 97,51 136,70 101,70 105,80

sredina (um®)

GSD 1,41 1,48 1,52 1,62

Medijan (um?) 96,27 141,50 103,60 103,90
IQR (um?) 49,11 73,20 61,41 62,60
CV (%) 35,43 36,84 42,09 55,35
QCD (%) 24,02 25,76 28,48 29,09

Treba naglasiti da su se populacije interneurona dodatno razlikovale i u varijabilnosti povrSine
tijela. Od svih populacija interneurona, SOM* neuroni imali su daleko najvecu varijabilnost
povrsine tijela (CV = 55,35 %), a zatim slijede redom CB* neuroni (CV = 42,09 %), PV*
neuroni (CV = 36,84 %) te CR* neuroni (CV = 35,43 %) (Tablica 5.9).

Izuzetno velika varijabilnost povrSine tijela SOM* neurona posljedica je prisutnosti velikih
vretenastih 1 polimorfnih stanica (preteZito u infragranularnim slojevima), dok je velika
varijabilnost povrSine tijela CB™ neurona posljedica prisutnosti malih CB* neurona u

infragranularnim slojevima.
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Slika 5.37. (A) Pravokutni dijagrami koji prikazuju na logaritamskoj skali raspodjelu povrSina tijela
neurona za razlicite populacije kortikalnih interneurona (zbirni podatci za Brodmannova polja 9 i 14r).
Sredi$nja horizontalna crta predstavlja medijan, gornja i donja stranica pravokutnika predstavljaju
trecu, odnosno prvu kvartilu, a stupci pogreske predstavljaju ukupni raspon (maksimalnu i minimalnu
vrijednost). (B) Dijagram rangova kao rezultat analize Kruskal-Wallisovim testom. Prikazani su
medijani rangova s 95%-tnim CI. Statisticki znacajne su razlike izmedu populacija interneurona ¢iji se
CI ne preklapaju.

Budu¢i da su se povrSine tijela CB* i SOM* neurona znaCajno razlikovale izmedu
supragranularnih 1 infragranularnih slojeva, napravljena je dodatna usporedba povrSina tijela u
supragranularnim 1 infragranularnim slojevima te u granularnom sloju 1 bijeloj tvari

(Slika 5.38).

U supragranularnim slojevima najveéu povrsinu tijela imali su PV* neuroni (138,40 um?), a
najmanju SOM™* neuroni (94,33 pm?). CB* neuroni imali su drugu najvecu povrsinu tijela
(107,10 pm?), a CR* neuroni bili su treé¢i po veli¢ini (98,06 pm?) (Slika 5.38). Statisticki
znacajne su ponovno bile razlike izmedu PV* neurona i ostalih populacija interneurona (P <
0,0001 za sve usporedbe), kao i razlike izmedu CB* i SOM™* neurona (P = 0,0038) te CB* i
CR* neurona (P = 0,0428). Nadalje, unato¢ tome $to su SOM* neuroni imali prosje¢no
najmanju povrsinu tijela u supragranularnim slojevima, najve¢i SOM* neuron (506,07 um?)

povrsinom tijela nadmasuje najveéi PV* neuron (328,05 um?) (Slika 5.38).
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Slika 5.38. Pravokutni dijagrami koji prikazuju na logaritamskoj skali raspodjelu povrSina tijela
neurona za razlicite populacije kortikalnih interneurona (zbirni podatci za Brodmannova polja 9 i 14r).
Sredi$nja horizontalna crta predstavlja medijan, gornja i donja stranica pravokutnika predstavljaju
trecu, odnosno prvu kvartilu, a stupci pogreske predstavljaju ukupni raspon (maksimalnu i minimalnu
vrijednost). (A) Usporedba povrSina tijela neurona u supragranularnim slojevima. (B) Usporedba
povrSina tijela neurona u infragranularnim slojevima. (C) Usporedba povrSina tijela neurona u
granularnom sloju. (D) Usporedba povrSina tijela neurona u bijeloj tvari.

U infragranularnim slojevima najvec¢u povrsinu tijela prosje¢no su ponovno imali PV* neuroni
(143,00 pm?), ali su za razliku od supragranularnih slojeva SOM* neuroni bili na drugom
mijestu po veli¢ini (123,30 pm?), s time da najve¢i SOM* neuron (486,90 um?) povrsinom
tijela nadmasuje najve¢i PV* neuron (335,64), kao $to je to bio slucaj i u supragranularnim

slojevima (Slika 5.38).
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Razlike u povrsini tijela izmedu PV* neurona i ostalih populacija kortikalnih interneurona u
infragranularnim slojevima bile su statisticki znacajne (P < 0,0001 za usporedbe PV-CR i PV-
CB, P = 0,0187 za usporedbu PV-SOM), kao i razlike izmedu SOM* i CB* neurona
(P =0,0006) te SOM™* i CR* neurona (P = 0,0043).

U granularnom sloju prosjecna povrsina tijela svih kortikalnih interneurona bila je najmanja, s
time da su PV* neuroni u sloju IV prosje¢no bili daleko veéi (129,70 um? X+ 1,38) od ostalih
populacija koje se medusobno nisu znatno razlikovale po povrsini tijela u ovom sloju (CR:
93,38 um? x+ 1,39; CB: 86,85 pm?> X+ 1,24; SOM: 82,51 um*> X+ 1,48) (Slika 5.38).
Daljnjom analizom utvrdeno je da su u sloju IV jedino razlike izmedu PV* neurona i ostalih
populacija bile statisticki znacajne (P < 0,0001 za usporedbu PV-SOM, P = 0,0013 za
usporedbu PV-CR te P = 0,0046 za usporedbu PV-CB), dok razlike izmedu ostalih populacija

nisu bile statisti¢ki znacajne.

U bijeloj tvari opcenito je bilo prisutno malo interneurona, a daleko najvecu povrsinu tijela
imali su u prosjeku SOM* neuroni (190,50 um? X< 1,43) koji u bijeloj tvari gotovo iskljuéivo
pripadaju morfoloskom tipu velikih vretenastih (Stapicastih) ili polimorfnih stanica. Sve ostale
populacije kortikalnih interneurona u bijeloj tvari imale su izrazito male prosjecne povrSine
tijela (CR: 94,11 pm? X+ 1,32; PV: 72,47 um? X+ 1,97; CB: 84,57 um?> x= 1,70) (Slika
5.38). Razlike izmedu SOM* neurona i ostalih populacija bile su statisticki znacajne
(P = 0,0002 za usporedbu SOM-CR, P = 0,0003 za usporedbu SOM-CB te P = 0,0029 za

usporedbu SOM-PV), dok razlike izmedu ostalih populacija nisu bile statisticki znacajne.

Pri analizi kruZnosti 1 aspektnog omjera treba uzeti u obzir da su ta dva parametra blisko
povezani, iako ne opisuju identiCna obiljeZja stanica. Naime, stanica Cije tijelo ima oblik
sli¢niji krugu (vecu kruznost) imat ¢e, nacelno, i oblik koji je manje izduzen (veéi aspektni
omjer). Stoga je razina korelacije izmedu kruznosti i aspektnog omjera izuzetno velika
(Pearsonov koeficijent korelacije, r = 0,8847, 95%-tni CI: 0,8737 — 0,8948; koeficijent
determinacije r> = 0,7826) i statisti¢ki znacajna (P < 0,0001; t-test) (Slika 5.39).
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Slika 5.39. Dijagram rasprSenja koji prikazuje korelaciju izmedu aspektnog omjera i kruZnosti tijela
(zbirni podatci za Brodmannova polja 9 i 14r). SrediSnja crta predstavlja linearni regresijski pravac.

Najvec¢u prosje¢nu kruznost (0,69) i najveci prosje¢ni aspektni omjer (0,73) imali su PV*
neuroni $to znac¢i da su tijela PV* neurona bila najsli¢nija krugu i najmanje izduzena. Po
obliku tijela najsli¢niji PV neuronima bili su CB* neuroni koji su imali prosje¢nu kruznost
(0,68) i aspektni omjer (0,70) vrlo bliskih vrijednosti. CR* neuroni bili su vie ovalnog oblika
pa je njihova prosjecna kruznost bila manja (0,64), a izduZenost tijela veca, Sto se ocituje
manjim aspektnim omjerom (0,68). Mnogi SOM™ neuroni bili su vretenastog oblika pa su

prosjecno imali najmanju kruznost (0,56) i aspektni omjer (0,60) (Tablica 5.10 1 Slika 5.40).

Kao i kod povrsine tijela, SOM™ neuroni imali su daleko najvecu varijabilnost kruznosti
(CV = 24,21 %) i aspektnog omjera (CV = 23,02 %), a zatim slijede redom CR* neuroni
(CV = 17,71 % za kruznost, 17,19 % za aspektni omjer), CB* neuroni (CV = 15,75 % za
kruznost, 15,55 % za aspektni omjer) te PV* neuroni (CV = 14,76 % za kruznost, 14,44 % za
aspektni omjer) (Tablica 5.10).
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Slika 5.40. (A) Prikaz raspodjele kruznosti tijela razlicitih populacija kortikalnih interneurona (zbirni
podatci za Brodmannova polja 9 i 14r). (B) Dijagram razlika aritmetickih sredina kruZnosti tijela
neurona. (C) Prikaz raspodjele aspektnog omjera tijela razli¢itih populacija kortikalnih interneurona
(zbirni podatci za Brodmannova polja 9 i 14r). (D) Dijagram razlika aritmetic¢kih sredina aspektnog
omjera tijela neurona. U pravokutnim dijagramima srediSnja horizontalna crta predstavlja medijan,
gornja i donja stranica pravokutnika predstavljaju tre¢u, odnosno prvu kvartilu, stupci pogreske
predstavljaju ukupni raspon (maksimalnu i minimalnu vrijednost), a oznaka ,,** predstavlja aritmeti¢ku
sredinu. U dijagramima razlika rezultati jednosmjerne ANOV A-e prikazani su kao aritmeticka sredina
razlike aritmetickih sredina s 95%-tnim CI. Ako CI kriZa isprekidanu crtu koja predstavlja razliku O,
razlika izmedu dviju populacija interneurona nije statisticki znaCajna. Statisticki znaCajne razlike
oznacene su zvjezdicom (*).

88



Tablica 5.10. Usporedba kruznosti i aspektnog omjera tijela razli¢itih populacija kortikalnih
interneurona.

CR PV
Kruznost Asp e.k tni Kruznost Aspe.k tni
omjer omjer
Aritmeticka
. 0,64 0,68 0,69 0,73
sredina
SD 0,11 0,12 0,10 0,10
Medijan 0,65 0,69 0,70 0,74
IQR 0,16 0,17 0,15 0,14
CV (%) 17,71 17,19 14,76 14,44
QCD (%) 12,50 12,38 10,79 9,82
CB SOM
Kruznost Asp e.k tnl Kruznost ASpe.k toi

omjer omjer

Aritmeticka —, o4 0,70 0,56 0,60
sredina

SD 0,11 0,11 0,14 0,14
Medijan 0,70 0,72 0,56 0,60
IQR 0,17 0,17 0,21 0,20

CV (%) 15,75 15,55 2421 23,02
QCD (%) 12,41 11,66 18,58 16,67

SOMT neuroni jedina su populacija kortikalnih interneurona ¢iji se oblik tijela znacajno
razlikovao izmedu supragranularnih i infragranularnih slojeva, §to se ocCitovalo kao manja
kruznost i manji aspektni omjer u infragranularnim slojevima zbog prisutnosti ve¢eg broja
velikih vretenastih stanica. Razlike u kruznosti i aspektnom omjeru izmedu svih populacija

interneurona bile su statisticki znacajne, osim izmedu CB* i PV* neurona (Tablica 5.11).

Tablica 5.11. Rezultati usporedbe kruZznosti i aspektnog omjera jednosmjernom ANOVA-om.
Statisticki znacajne razlike naznacene su zvjezdicom (*).

Usporedba P-vrijednost (Kruznost) P-vrijednost (Aspektni omjer)

PV-CR <0,0001* <0,0001*
CB-CR <0,0001* 0,0365*
SOM-CR <0,0001* <0,0001*
CB-PV 0,8066 0,1650
SOM-PV <0,0001* <0,0001*
SOM-CB <0,0001* <0,0001*
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5.4. Koekspresija molekularnih biljega pojedinih populacija kortikalnih
interneurona

Dvostrukim obiljeZavanjem utvrdena je koekspresija molekularnih biljega CR, PV, CB i SOM

te su potvrdeni relativni omjeri broja razlicitih populacija kortikalnih interneurona.

5.4.1. Koekspresija kalretinina i drugih molekularnih biljega

CR* neuroni gotovo nikad nisu eksprimirali nijedan od drugih molekularnih biljega — svega
0,79 % CR* neurona je istovremeno eksprimiralo PV, a svega 0,41 % CB, dok nijedan CR*
neuron nije istovremeno eksprimirao SOM. Analiza dvostruko obiljezenih rezova stoga je
potvrdila da CR* neuroni predstavljaju zasebnu populaciju kortikalnih interneurona koja se

uglavnom ne preklapa s drugim glavnim interneuronskim populacijama.

Od zabiljezenih CR*/PV* stanica, 70,59 % nadeno je u supragranularnim slojevima
(podjednako u slojevima I — III), 16,18 % u granularnom sloju, a 13,23 % u infragranularnim
slojevima. Dvostruko obiljeZene CR*/PV* stanice nadene su u mozgovima C0382 i CO383 u

obje regije te u mozgu CO386 samo u BA9.

Na dvostruko obiljezZenim anti-CR/anti-PV histoloskim rezovima CR™ neuroni bili su brojniji
od PV* neurona u supragranularnim slojevima, dok su PV* neuroni bili brojniji u

granularnom i infragranularnim slojevima (Slika 5.41).

Od zabiljezenih CR*/CB* stanica, 88,46 % nadeno je u supragranularnim slojevima, a svega
11,54 % u infragranularnim slojevima. Nijedna dvostruko obiljezena CR*/CB™ stanica nije
nadena u granularnom sloju. Dvostruko obiljezene CR*/CB* stanice nadene su u mozgovima

C0382 i CO383 u obje regije te u mozgu CO387 samo u BA14r.

Na dvostruko obiljeZenim anti-CR/anti-CB histoloSkim rezovima i CR* neuroni i CB* neuroni
bili su brojniji u supragranularnim slojevima nego u infragranularnim slojevima (Slika 5.42).
U supragranularnim slojevima CR™ neuroni bili su brojniji od CB* neurona, zbog velikog
broja CR* neurona u sloju I u kojem gotovo nikad nema CB* neurona. U infragranularnim
slojevima, CB* neuroni bili su ne$to brojniji, zbog njihove vece gustoce u sloju VI u odnosu

na sloj V, dok je gusto¢a CR* neurona u sloju VI bila manja u odnosu na sloj V.

Na dvostruko obiljeZenim anti-CR/anti-SOM histoloskim rezovima, CR* neuroni bili su
brojniji od SOM™* neurona u supragranularnim slojevima, dok su SOM™ neuroni bili brojniji u

granularnom i infragranularnim slojevima (Slika 5.43).
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Slika 5.41. Tockasti dijagram (lijevo) koji pokazuje laminarnu raspodjelu CR* (crveno) i PV* (zeleno)
neurona na dvostruko obiljeZenim rezovima te konfokalna snimka (desno) dvostruko obiljeZzenog
histoloskog reza koji prikazuje CR* (crveni kanal) i PV* (zeleni kanal) stanice u BA9.
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Slika 5.42. Tockasti dijagram (lijevo) koji pokazuje laminarnu raspodjelu CR* (zeleno) i CB* (crveno)
neurona na dvostruko obiljeZenim rezovima te konfokalna snimka (desno) dvostruko obiljeZzenog
histoloSkog reza koji prikazuje CR* (zeleni kanal) i CB* (crveni kanal) stanice u BA9.
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Slika 5.43. Tockasti dijagram (lijevo) koji pokazuje laminarnu raspodjelu CR* (zeleno) i SOM*
(crveno) neurona na dvostruko obiljeZenim rezovima te konfokalna snimka (desno) dvostruko
obiljezenog histoloskog reza koji prikazuje CR* (zeleni kanal) i SOM™* (crveni kanal) stanice u BA9.
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Kvantitativnom analizom dvostruko obiljeZenih histoloskih rezova potvrdeno je da su CR*
neuroni bili najbrojnija analizirana populacija interneurona. Omjer CR* i PV* neurona
(CR/PV) bio je prosjecno 1,15 u BA9 te 1,62 u BAl4r. Omjer CR/CB bio je prosjecno 1,74 u
BA9 te 2,04 u BAl4r, a omjer CR/SOM bio je prosjecno 1,29 u BA9 te 1,41 u BAl4r
(Slika 5.44).
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Slika 5.44. Tockasti dijagram rasprSenja koji prikazuje omjere broja CR* neurona s ostalim
populacijama kortikalnih interneurona. Tocke na dijagramu prikazuju prosje€ni omjer za pojedini
mozak, a vodoravne pune crte predstavljaju medijan. Isprekidana vodoravna crta oznaCava omjer
vrijednosti 1, tj. prikazuje vrijednosti gdje je omjer broja dviju populacija interneurona priblizno
jednak.
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5.4.2. Koekspresija parvalbumina i drugih molekularnih biljega

PV™ neuroni takoder su rijetko eksprimirali druge molekularne biljege — svega 1,07 % je
istovremeno eksprimiralo CR, 1,77 % istovremeno je eksprimiralo CB, dok nijedan PV*

neuron nije istovremeno eksprimirao SOM.

Dvostruko obiljezene PV*/CB* stanice bile su prisutne u razli¢itim slojevima moZdane kore

bez odredene pravilnosti.

Analiza dvostruko obiljeZenih rezova potvrdila je da PV* neuroni predstavljaju zasebnu
populaciju kortikalnih interneurona koja se uglavnom ne preklapa s drugim glavnim

interneuronskim populacijama.

Na dvostruko obiljeZenim anti-PV/anti-CB histoloskim rezovima CB* neuroni bili su nesto
brojniji od PV* neurona u supragranularnim slojevima, pogotovo u sloju II. PV* neuroni bili
su pak znatno brojniji od CB* neurona u granularnom i infragranularnim slojevima. S
obzirom na iznimno mali broj CB* neurona u infragranularnim slojevima, PV* neuroni bili su

1 ukupno brojniji ako se razmatraju svi slojevi (Slika 5.45).

Dvostruko obiljezeni anti-PV/anti-SOM rezovi potvrdili su da su PV* i SOM* neuroni brojni
u svim slojevima, osim u sloju I. PV* neuroni bili su nesto brojniji od SOM™* neurona u sloju
IV, a SOM* neuroni bili su brojniji od PV* neurona u sloju II. U ostalim slojevima moZzdane
kore, obje populacije kortikalnih interneurona bile su podjednako brojne, uz odredene

regionalne razlike (Slika 5.45 i Slika 5.46).

Kvantitativnom analizom dvostruko obiljeZenih histoloSkih rezova potvrdeni su i medusobni
omjeri broja PV* neurona i drugih populacija kortikalnih interneurona. Tako je omjer PV/CR
bio prosjecno 0,87 u BA9 te 0,62 u BA14r, omjer PV/CB bio je 1,51 u BA9 te 1,26 u BAl4r,
a omjer PV/SOM bio je 1,12 u BA9 te 0,87 u BA14r (Slika 5.46).
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Slika 5.45. Konfokalna snimka dvostruko obiljeZenih histoloskih rezova koji prikazuju PV* (crveni
kanal u obje slike) i CB*, odnosno SOM™ (zeleni kanal u obje slike) stanice u BA9.
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Slika 5.46. Tockasti dijagram rasprSenja koji prikazuje omjere broja PV* neurona s ostalim
populacijama kortikalnih interneurona. Tocke na dijagramu prikazuju prosje€ni omjer za pojedini
mozak, a vodoravne pune crte predstavljaju medijan. Isprekidana vodoravna crta oznaCava omjer
vrijednosti 1, tj. prikazuje vrijednosti gdje je omjer broja dviju populacija interneurona priblizno
jednak.

5.4.3. Koekspresija kalbindina i drugih molekularnih biljega

CB* neuroni pokazivali su nizak stupanj koekspresije CR i PV, ali visok stupanj koekspresije
SOM u supragranularnim slojevima. Svega 0,72 % CB* neurona koeksprimiralo je CR, a

svega 2,86 % PV.

Na dvostruko obiljeZenim anti-CB/anti-SOM histoloskim rezovima CB* neuroni bili su malo
brojniji od SOM* neurona u supragranularnim slojevima, dok su SOM™* neuroni bili znacajno

brojniji u granularnom i infragranularnim slojevima (Slika 5.47).

Nadalje, dvostruko obiljezavanje pokazalo je da je u BA9 cak 67,63 % CB* neurona
koeksprimiralo SOM, a u BA14r 67,83 %. Izmedu supragranularnih i infragranularnih slojeva
uocljiva je velika razlika u koekspresiji SOM pa je tako u supragranularnim slojevima
78,93 % CB* neurona u BA9, odnosno 77,64 % u BAl4r koeksprimiralo SOM, dok je u
infragranularnim slojevima svega 2,33 % CB™ neurona u BA9, odnosno 10,26 % u BAl4r

koeksprimiralo SOM.
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Slika 5.47. Tockasti dijagram (lijevo) koji pokazuje laminarnu raspodjelu CB* (crveno) i SOM*
(zeleno) neurona na dvostruko obiljeZenim rezovima te konfokalna snimka (desno) dvostruko
obiljezenog histoloskog reza koji prikazuje CB* (crveni kanal) i SOM™* (zeleni kanal) stanice u BA9.
Dvostruko obiljezene CB*/SOM* stanice prikazane su Zuto-naran¢astom bojom.
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Udio CB* neurona koji su koeksprimirali SOM bio je sljede¢i: 25,00 % u BA9 i 100,00 % u
BA14r u sloju Ib, 67,54 % u BA9 i 75,81 % u BAl4r u sloju II, 91,47 % u BA9 1 77,66 % u
BAT14r u sloju 111, 50,00 % u BA9 146,67 % u BAl4r u sloju IV te 6,67 % u BA91 14,86 % u
BA14r u sloju V. U sloju VI nijedan CB* neuron nije koeksprimirao SOM ni u jednoj od
analiziranih regija, a u sloju Ia nije nadena nijedna SOM* stanica pa u tom sloju takoder nije

bilo dvostruko obiljezenih CB*/SOM™ stanica (Slika 5.48).
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Slika 5.48. Stupcasti dijagram koji prikazuje prosje¢ne udio CB* neurona koji koeksprimiraju SOM po
slojevima. Vrh stupca oznacava aritmeticku sredinu, a stupci pogreSke predstavljaju SD.

Od zabiljezenih CB*/SOM™ stanica, u supragranularnim slojevima nadeno ih je 97,63 % u
BA9 te 94,85 % u BAl4r, u granularnom sloju 1,90 % u BA9 te 3,09 % u BAl4r, a u
infragranularnim slojevima svega 0,47 % u BA9 te 2,06 % u BAl4r. Dvostruko obiljeZzene
CB*/SOM* stanice nadene su u svim mozgovima i u obje analizirane regije te za razliku od
CR*/PV*, CR*/CB* i PV*/CB* stanica predstavljaju jasno definiranu subpopulaciju

kortikalnih interneurona.
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Opcenito, stupanj koekspresije SOM opadao je s dubinom sloja u mozdanoj kori, ali valja
naglasiti da je u supragranularnim slojevima razina koekspresije ipak bila najveca u sloju III,
a ne u sloju II. Naizgled velika razlika izmedu Brodmannovih polja u stupnju koekspresije u

sloju Ib posljedica je vrlo malog ukupnog broja CB* i SOM* stanica u tom sloju.

Omjer CB/CR bio je prosjecno 0,58 u BA9 te 0,49 u BA14r, omjer CB/PV bio je 0,66 u BA9
te 0,79 u BA14r, a omjer CB/SOM bio je 0,74 u BA9 te 0,69 u BA14r (Slika 5.49).
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Slika 5.49. Tockasti dijagram rasprSenja koji prikazuje omjere broja CB* neurona s ostalim
populacijama kortikalnih interneurona. ToCke na dijagramu prikazuju prosje¢ni omjer za pojedini
mozak, a vodoravne pune crte predstavljaju medijan. Isprekidana vodoravna crta oznacava omjer
vrijednosti 1, tj. prikazuje vrijednosti gdje je omjer broja dviju populacija interneurona pribliZzno
jednak.
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5.4.4. Koekspresija somatostatina i drugih molekularnih biljega

SOMT neuroni nisu pokazivali koekspresiju CR i PV, ali su u supragranularnim slojevima

imali visok stupanj koekspresije CB.

U BA9 cak 46,27 % SOM™ neurona koeksprimiralo je CB, a u BA14r 54,65 %. Izmedu
supragranularnih 1 infragranularnih slojeva bila je velika razlika u koekspresiji CB pa je tako
u supragranularnim slojevima 85,12 % SOM™* neurona u BA9, odnosno 86,79 % u BAl4r
koeksprimiralo SOM, dok je u infragranularnim slojevima svega 0,65 % SOM™ neurona u

BA9, odnosno 3,54 % u BA14r koeksprimiralo CB.

Stupanj koekspresije CB po slojevima bio je sljedeci: 100,00 % u BA9 i BAl4r u sloju Ib,
92,00 % u BA9 190,41 % u BAl4r u sloju II, 73,62 % u BA9 i 82,25 % u BA14r u sloju 11,
6,25 % u BA91 19,82 % u BAl4r u sloju IV te 2,22 % u BA91 6,42 % u BAl4r u sloju V. U
sloju VI nijedan SOM™ neuron nije koeksprimirao CB ni u jednoj od analiziranih regija, a u
sloju Ia nije nadena nijedna SOM* stanica pa u tom sloju takoder nije bilo dvostruko

obiljezenih CB*/SOM" stanica (Slika 5.50).
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Slika 5.50. Stupcasti dijagram koji prikazuje prosjecne udio SOM™ neurona koji koeksprimiraju CB po
slojevima. Vrh stupca oznacava aritmeticku sredinu, a stupci pogreSke predstavljaju SD.
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Opcenito, stupanj koekspresije CB opadao je progresivno s dubinom sloja u mozdanoj kori, s

najve¢im padom izmedu slojeva IIl i IV.

Budu¢i da su SOM* neuroni bili izrazito imunoreaktivni u povrsinskoj bijeloj tvari ispod
mozdane kore, a u literaturi se opisuje da bi takvi SOM™* neuroni mogli biti inhibicijski
projekcijski neuroni, u ovom istrazivanju napravljeno je i dvostruko obiljezavanje rezova anti-
SOM protutijelom u kombinaciji s anti-MAP2 (protein povezan s mikrotubulima 2, od engl.
microtubule-associated protein 2) i anti-SMI-32 (neurofilament H) protutijelima. MAP2 i
SMI-32 tipi¢ni su molekularni biljezi neurona s dugim projekcijama i obi¢no su izraZeni samo

u glutamatergickim (ekscitacijskim) piramidnim neuronima.

Kvalitativnom analizom utvrdeno je da gotovo svi SOM* neuroni u bijeloj tvari
koeksprimiraju MAP2 (Slika 5.51), ali SOM* neuroni u mozdanoj kori ne pokazuju
koekspresiju MAP2. S druge strane, nijedan SOM* neuron nije koeksprimirao SMI-32, ni u

bijeloj tvari ni u mozdanoj kori.

Buduc¢i da se nNOS* neuroni nerijetko opisuju kao subpopulacija SOM* neurona, dvostrukim
obiljeZavanjem anti-SOM protutijela s anti-nNOS protutijelom provjerena je i koekspresija
biljega SOM 1 neuronalne sintaze duSikovog oksida (nNOS, od engl. neuronal nitric oxide

synthase).

Kvalitativnom analizom utvrdeno je da su gotovo svi SOM* neuroni u bijeloj tvari i mnogi
SOM* neuroni u infragranularnim slojevima koeksprimirali nNOS (Slika 5.52), ali je zato
stupanj koekspresije SOM 1 nNOS u supragranularnim slojevima bio nizak. U
supragranularnim slojevima znatno je manji broj SOM™* neurona koeksprimirao nNOS, a

prisutne su bile i nNOS* stanice koje nisu koeksprimirale SOM.

RNAscope in situ hibridizacijom provjerena je i eventualna koekspresija SS7T' (somatostatin) i
VIP mRNA. Dvostruko obiljeZzavanje SST 1 VIP pokazalo je da je rije¢ o dvije preteZito
odvojene populacije stanica (Slika 5.53), ¢ime je potvrden nalaz imunofluorescencije kojom
je utvrdeno da u ljudskoj prefrontalnoj kori nema koekspresije SOM i CR (koji koeksprimira

VIP).

102



Spojena
slika

Slika 5.51. Konfokalna snimka dvostruko obiljeZenog reza (anti-SOM i anti-MAP2) u bijeloj tvari u
Brodmannovom polju 14r. U crvenom kanalu vidljive su SOM* stanice, a u zelenom kanalu MAP2*
stanice. Na spojenoj slici vidljiva je kolokalizacija SOM i1 MAP2 u dvjema velikim stanicama
(oznacene zvjezdicom).

Slika 5.52. Konfokalna snimka velikog vretenastog SOM* neurona (zeleni kanal) sloja V koji
koeksprimira nNOS (crveni kanal) u Brodmannovom polju 9.
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SST VIP Spojena slika

Slika 5.53. Konfokalna snimka dvostruko obiljeZzenog reza koji prikazuje ekspresiju SST (zeleni kanal)
i VIP (plavi kanal) mRNA u BA14r. Na spojenoj slici vidljivo je da je stupanj kolokalizacije nizak.

S obzirom na nisku razinu imunoreaktivnosti SOM" stanica u supragranularnim slojevima,
RNAscope in situ hibridizacijom provjerena je i ekspresija SST mRNA u kombinaciji s anti-

SOM imunofluorescencijom (Slika 5.54).

Gotovo sve stanice koje su bile obiljeZene imunofluorescencijom bile su obiljeZene i
RNAscope in situ hibridizacijom (i obrnuto) Sto ukazuje da postoji visok stupanj korelacije
izmedu ekspresije SST mRNA i konacne translacije peptida u SOM? Kkortikalnim

interneuronima.

Ipak, za razliku od imunofluorescencije kojom je utvrdeno da je imunoreaktivnost SOM*
neurona niska u supragranularnim, a visoka u infragranularnim slojevima, RNAscope in situ
hibridizacijom pokazano je da je ekspresija SST mRNA u supragranularnim slojevima visoka,
a niska u infragranularnim slojevima. Navedeno ukazuje na razlike u molekularnoj ekspresiji

SOM* neurona izmedu supragranularnih i infragranularnih slojeva.
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SST (mRNA) SOM (peptid) Spojena slika

Slika 5.54. Konfokalna snimka dvostruko obiljeZenog histoloskog reza koji prikazuje ekspresiju SST
mRNA (zeleni kanal) i imunoreaktivnost SOM peptida (crveni kanal) u Brodmannovom polju 14r.
Vidljiva je visoka ekspresija mRNA i niska imunoreaktivnost u supragranularnim slojevima (SG) te
niska ekspresija mRNA i visoka imunoreaktivnost u infragranularnim slojevima (IG).

Sve navedeno pokazuje da su SOM* neuroni populacija kortikalnih interneurona s najve¢om
raznoliko$¢u izmedu slojeva, kako morfoloSkom, tako i molekularnom (Tablica 5.12).
Posebno su izrazene morfoloske i molekularne razlike izmedu SOM* neurona
supragranularnih i infragranularnih slojeva. S druge strane, zanimljivo je da SOM™ neuroni
imaju najuniformniju raspodjelu udjela u ukupnom broju neurona po slojevima uz najmanje

razlike izmedu slojeva od svih analiziranih populacija kortikalnih interneurona.
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Tablica 5.12. Prikaz morfoloske i molekularne raznolikosti SOM* neurona u razli¢itim slojevima
prefrontalne moZdane kore (zbirni podatci za Brodmannova polja 9 i 14r).

Supragr.anl.llarni Sloj IV Infragrsilnlflarni Bijela tvar
slojevi slojevi
Prosje¢ni udio u
ukupnom broju 5,52 - 6,58 7,31 - 8,47 6,66 — 7,39 -

neurona (%)

pretezito manje

mnogo velikih
vretenastih i

iskljucivo velike

okrugle ili jajolike . . . .
.. ) 9 male stanice polimorfnih vretenaste i
Morfologija stanice, nesto .. . o .
. . okruglog tijela stanica, nesto polimorfne
velikih vretenastih s e .
. manjih jajolikih stanice
stanica .
stanica
Prosjecna
povrsina 94,33 82,51 123,30 190,50
tijela (um?)
Kruznost 0,59 0,62 0,52 0,46
Aspektni
spertt 0,63 0.66 0.56 0.51
omjer
. niska — ) srednja — )
Imunoreaktivnost . niska : visoka
srednja visoka
Ekspresija SST srednja — ) ) .
mRNA visoka niska niska vrlo niska
Stupanj
koekspresije CB 85 - 87 6-20 0,5-3,5 0
(%)
Stupanj
koekspresije nizak nizak visok vrlo visok
nNOS
Stupanj
koekspresije nema koekspresije vrlo visok
MAP2
Stupanj
koekspresije CR, nema koekspresije

PV, SMI-32i VIP
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Konac¢no, analizom dvostruko obiljeZzenih rezova potvrdeno je da je omjer SOM/CR bio
prosjecno 0,78 u BA9 te 0,71 u BA14r. Omjer SOM/PV bio je 0,89 u BA9 te 1,15 u BAl4r, a
omjer SOM/CB bio je 1,35 u BA9 te 1,45 u BAl4r.

37 BA9 BA14r

Omijer broja SOM*
i ostalih populacija kortikalnih interneurona

1 1 1 . | 1 1
SOM/CR SOM/PV SomMm/cB SOM/CR SOM/PV SOM/CB

Slika 5.55. Tockasti dijagram rasprSenja koji prikazuje omjere broja SOM* neurona s ostalim
populacijama kortikalnih interneurona. Tocke na dijagramu prikazuju prosje€ni omjer za pojedini
mozak, a vodoravne pune crte predstavljaju medijan. Isprekidana vodoravna crta oznaCava omjer
vrijednosti 1, tj. prikazuje vrijednosti gdje je omjer broja dviju populacija interneurona pribliZzno
jednak.
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5.4.5. Populacija kortikalnih interneurona koja izrazava kalbindin i/ili somatostatin

Iz do sada prikazanih rezultata vidljivo je da se molekularnim biljezima CB i SOM mogu
definirati tri subpopulacije kortikalnih interneurona: jedna subpopulacija dvostruko
obiljezenih stanica (CB*/SOM') i dvije subpopulacije jednostruko obiljeZenih stanica
(CB*/SOM™ i CB/SOM™). Takoder, ni skup SOM* neurona niti skup CB* neurona zasebno ne
obuhvacaju u cijelosti skup kortikalnih interneurona koji nisu reaktivni na CR i PV
(CR7/PV"), ali jesu reaktivni na barem jedan od koriStenih molekularnih biljega. Jedino unija
skupova SOM* i CB* neurona obuhvaéa potonji skup interneurona pa ¢e za populaciju
kortikalnih interneurona koja je imunoreaktivha na CB i/ili SOM u daljnjem tekstu biti

koriStena oznaka CB U SOM.

Kortikalni interneuroni u
prefrontalnoj moZdanoj kori

—— =

CB U SOM

Slika 5.56. Prikaz triju glavnih nepreklapaju¢ih (CR, PV i CB U SOM) populacija kortikalnih
interneurona u PFC-u koje se mogu definirati s Cetiri molekularna biljega (CR, PV, CB i SOM).

Neuroni koji su koeksprimirali CB i SOM (CB*/SOM™ neuroni) bili su najbrojniji u sloju II
(94,02 + 50,09/mm?), a zatim u sloju 1T (32,80 + 18,52/mm?). Vrlo malobrojni bili su u
slojevima IV (7,86 + 9,12/mm?), Ib (3,27 + 7,34/mm?) i V (1,96 + 3,15/mm?), a u sloju VI
nije bio prisutan nijedan takav neuron. U sloju Ia takoder nije bilo CB*/SOM* neurona buduci

da u tom sloju nisu zabiljeZeni SOM* neuroni.
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CB*/SOM* neuroni ¢inili su prosje¢no 35,67 % CB U SOM neurona u BA9, odnosno 42,42 %
u BAl4r. CB/SOM* neuroni ¢inili su prosjecno 45,20 % CB U SOM neurona u BA9,
odnosno 36,90 % u BAl4r. CB*/SOM™ neuroni Cinili su prosjecno 19,13 % CB U SOM
neurona u BA9, odnosno 20,68 % u BAl4r. 1z navedenog slijedi da SOM kao biljeg
obiljezava 79 — 81 % svih CB U SOM neurona, dok CB kao biljeg obiljezava svega 55 — 63 %

svih CB U SOM neurona, uz vecu varijabilnost izmedu regija.
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Slika 5.57. Tockasti dijagram rasprsenja koji prikazuje broj dvostruko obiljeZenih CB*/SOM?* stanica
po analiziranoj povrSini u pojedinim slojevima moZdane kore. Crvene toCke prikazuju vrijednosti za
BADY, a plave to¢ke vrijednosti za BA14r.

Svaka od triju subpopulacija CB U SOM neurona imala je specifi¢nu raspodjelu po slojevima.
CB*/SOM* neuroni bili su smjeSteni dominantno u supragranularnim slojevima, dok su
CB/SOM™ neuroni bili smjeSteni dominantno u infragranularnim slojevima. Za razliku od
ove dvije subpopulacije, CB*/SOM™ neuroni bili su smjesteni dominantno u slojevima Il i VI,

dok su u ostalim slojevima moZdane kore bili slabo zastupljeni.
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Navedene jasne razlike u raspodjeli po slojevima dodatno govore u prilog tome da je rije¢ o

zasebnim molekularnim subpopulacijama kortikalnih interneurona.

CB*/SOM- CB-/SOM* CB*/SOM*

Slika 5.58. Tockasti dijagrami koji prikazuju raspodjelu triju subpopulacija CB U SOM neurona po
slojevima (zbirni prikaz za Brodmannova polja 9 i 14r).
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5.5. Neurotransmiterski fenotip pojedinih populacija  kortikalnih
interneurona

Osnovni preduvjet za RNAscope in situ hibridizaciju jest da tkivo koje se analizira ima
adekvatnu koli¢inu mRNA koja se moZe detektirati. Nacelno, ako tkivo pokazuje reaktivnost
na trostruku pozitivnu kontrolnu probu, onda sadrzi dovoljno mRNA da bi se detektirala
prisutnost mRNA s visokom, srednjom i niskom ekspresijom. Svi uzorci u ovom istraZivanju
imali su adekvatnu ekspresiju mRNA za daljnju analizu, budu¢i da su pokazivali reaktivnost
na sve pozitivne kontrolne probe (Slika 5.59), s time da je ekspresija mRNA opcenito bila

nesto niza u infragranularnim nego u supragranularnim slojevima.

POLR2A PPIB UBC Spojena slika

Slika 5.59. Pozitivna kontrola za RNAscope in situ hibridizaciju (Brodmannovo polje 14r). U zelenom
kanalu prikazana je pozitivha proba za mRNA niske ekspresije (POLR2A), u crvenom kanalu
pozitivna proba za mRNA umjerene ekspresije (PPIB), a u plavom kanalu pozitivna proba za mRNA
visoke ekspresije (UBC). Na spojenoj slici vidljivo je da sve stanice eksprimiraju sve tri vrste mRNA
Sto znaci da je tkivo prikladne kvalitete za daljnju analizu RNAscope in situ hibridizacijom.
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5.5.1. Ekspresija SLCI7A7 i SLC32A1 mRNA u kortikalnim neuronima

Nakon §to je utvrdena pogodnost tkiva za RNAscope in situ hibridizaciju, napravljena su
viSestruka bojenja u kojima je svaki molekularni biljeg za kortikalne interneurone (CR, PV,
CB i SOM - detektirani imunofluorescencijom) kombiniran s mRNA probama na biljege za

ekscitacijske 1 inhibicijske neurone (SLC17A7 1 SLC32A1).

Gen SLCI7A7 kodira za transporter VGLUT1 — protein koji djeluje kao glutamat/proton
izmjenjivaC na membranama sinaptickih mjehurica 1 karakteristican je za kortikalne
glutamatergiCke (ekscitacijske) neurone. SLCI7A7 mRNA pokazivala je opcenito izrazito
visoku razinu ekspresije u prefrontalnoj mozdanoj kori. Ekspresija SLC17A7 mRNA bila je
toliko visoka da se na histoloskim rezovima mogla uociti 1 laminacija moZdane kore (Slika
5.60). U odnosu na anti-NeuN bojenje, nije bilo moguce odrediti sublaminaciju sloja I na
histoloskim rezovima koji prikazuju iskljucivo SLC17A7 ekspresiju, budu¢i da je opcenito u
sloju I ekspresija ovoga gena bila izrazito slaba sa svega pokojom jasno pozitivhom stanicom,
ali je zato granicu slojeva I i II bilo jednostavnije odrediti nego na anti-NeuN rezovima.
Takoder, postoje i odredene razlike u ekspresiji SLC17A7 izmedu slojeva II — VI; ekspresija
SLCI17A7 bila je najizraZenija u slojevima III i V, a najslabije izraZzena u sloju IV. Razina
ekspresije SLC17A7 mRNA bila je visoka i u jezgri i u citoplazmi u podrucju tijela neurona,

tako da su se ovim bojenjem djelomic¢no vizualizirali ¢ak i obrisi tijela stanica (Slika 5.61).

Gen SLC32AI1 koji kodira za VGAT (protein za prijenos neurotransmitera GABA koji
ubacuje GABA iz citoplazme neurona u sinapticke mjehurice te je prisutan samo u GABA-
ergickim, inhibicijskim neuronima), pokazivao je srednju do visoku razinu ekspresije mRNA
u prefrontalnoj mozdanoj kori. Za razliku od SLCI17A7, SLC32A1 mRNA preteZito je bila
eksprimirana u podrucju stanicne jezgre, a neSto manje u citoplazmi u odnosu na SLCI7A7
mRNA. Opcenito, ekspresija SLC32A] mRNA bila je izrazenija u supragranularnim
slojevima, dok je u infragranularnim slojevima bila manje izraZena te je manji broj stanica u

infragranularnim slojevima eksprimirao SLC32A1.

Stanice koje su pokazivale jasnu ekspresiju SLC32A1 nisu pokazivale ekspresiju SLC17A7 i
obrnuto (Slika 5.61) Sto pokazuje da su inhibicijski i ekscitacijski neuroni u mozdanoj kori

covjeka odvojene populacije po svom molekularnom profilu.
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Slika 5.60. Konfokalna snimka histoloskog reza iz vijuge, gyrus rectus s prikazom ekspresije

SLCI7A7 mRNA. Vidljiva je izrazito visoka ekspresija SLCI7A7 u svim slojevima mozZdane kore,
izuzev sloja I. Ekspresija SLC17A7 u bijeloj tvari znatno je slabija, ali i dalje jasno vidljiva.

Svi CR*, PV*, CB* i SOM" interneuroni u BA9 i BA14r pokazivali su mRNA ekspresiju gena
SLC32A1, dok nijedna od analiziranih populacija kortikalnih interneurona nije eksprimirala
SLC17A7 (Slika 5.62). Vazno je naglasiti da su CB* piramidni neuroni eksprimirali SLC17A7,
a nisu eksprimirali SLC32A1 $to dokazuje njihov glutamatergicki fenotip i potvrduje da nije

rije o interneuronima.
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SLC17A7
(VGLUT1)

SLC32A1
(VGAT)

‘Spojena
slika

Slika 5.61. Konfokalna snimka dvostruko obiljezenog reza na kojem je vidljiva ekspresija SLCI17A7
mRNA (zeleni kanal) i SLC32A1 mRNA (plavi kanal) na granici slojeva II i IIl u BA14r. Na spojenoj
slici vidljivo je da stanice koje eksprimiraju SLCI7A7 ne eksprimiraju SLC32A1 i obrnuto.
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SLC32A1
(VGAT)

SLC32A1
(VGAT)

SLC32A1
(VGAT)

SLC32A1.
(VGAT)

Slika 5.62. Konfokalne snimke koje prikazuju koekspresiju biljega interneurona (CR, PV, CB i SOM)
1 SLC32A1 (VGAT) mRNA u supragranularnim slojevima prefrontalne moZdane kore u BA9 i BA14r.
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5.5.2. Ekspresija GADI i GAD2 mRNA u kortikalnim neuronima

Nakon S§to je potvrdeno da su sve populacije kortikalnih interneurona GABA-ergicke,
molekularni biljezi interneurona (CR, PV, CB i SOM - detektirani imunofluorescencijom)

kombinirani su s probama na dodatne biljege inhibicijskih neurona (GADI i GAD?2).

Gen GADI kodira za GAD67 — enzim smjeSten u citoplazmi koji katalizira pretvorbu
glutamata u GABA. Ovako sintetizirana GABA iskoriStava se u inhibicijskim neuronima u
razne metabolicke svrhe. GADI mRNA pokazivala je srednju do visoku razinu ekspresije u
prefrontalnoj mozdanoj kori. GADI mRNA preteZito je bila eksprimirana u podrucju stani¢ne

jezgre i u citoplazmi neposredno uokolo stani¢ne jezgre.

Gen GAD?2 kodira za GAD65 — membranski protein koji je prvenstveno smjesten u Ziv€anim
zavrsetcima i sintetizira GABA iz glutamata za potrebe neurotransmisije. GAD2 mRNA
pokazivala je nisku do srednju razinu ekspresije u prefrontalnoj mozdanoj kori. GAD2 mRNA
takoder je preteZito bila eksprimirana u podrucju stanicne jezgre i u citoplazmi neposredno

uokolo stani¢ne jezgre.

Gotovo svi kortikalni interneuroni eksprimirali su i GADI 1 GAD2 mRNA, s time da je GAD/
mRNA tipi¢no imala viSu razinu ekspresije od GAD2 mRNA (Slika 5.63, Slika 5.64, Slika
5.65 i Slika 5.66). Medu razlicitim populacijama kortikalnih interneurona nisu uocene
kvalitativne razlike u razini ekspresije GADI 1 GAD2 mRNA, a nisu uocene ni kvalitativne

razlike u ekspresiji izmedu dvaju analiziranih Brodmannovih polja.

Ekspresija GADI 1 GAD2 mRNA u supragranularnim slojevima bila je neSto veca nego u
infragranularnim slojevima, ali i u infragranularnim slojevima su sve analizirane populacije

kortikalnih interneurona pokazivale jasnu ekspresiju oba GABA-ergicka biljega.

Ovime je dodatno potvrden GABA-ergicki neurotransmiterski fenotip Kkortikalnih

interneurona koji su imunoreaktivni na CR, PV, CB ili SOM.
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GAD2
(GADG5)

GAD1 Spojena
(GAD67) slika

Slika 5.63. Prikaz koekspresije CR (zeleni kanal) te GAD2 (GADGS5, crveni kanal) i GADI (GAD67,
plavi kanal) mRNA u supragranularnim slojevima u Brodmannovom polju 9. Svi prikazani CR*
neuroni izraZavaju oba GABA-ergicka biljega, s time da je ekspresija GADI mRNA jace izraZena.
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GAD2.
(GADE5)

GAD1 Spojena
(GAD67) slika

.

Slika 5.64. Prikaz koekspresije PV (crveni kanal) te GAD2 (GADG6S5, zeleni kanal) i GADI (GAD67,
plavi kanal) mRNA u supragranularnim slojevima u Brodmannovom polju 9. Svi prikazani PV*
neuroni izraZavaju oba GABA-ergicka biljega, s time da je ekspresija GADI mRNA jace izraZena.
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GAD?2
(GADB65)

GAD1
(GAD67)

Slika 5.65. Prikaz koekspresije CB (crveni kanal) te GAD2 (GADG65, zeleni kanal) i GADI (GAD67,
plavi kanal) mRNA u supragranularnim slojevima u Brodmannovom polju 14r. Svi prikazani CB*
neuroni izraZavaju oba GABA-ergicka biljega, s time da je ekspresija GADI mRNA jace izraZena.




GAD2
(GAD65)

GAD1 Spojena

(GAD67) slika

Slika 5.66. Prikaz koekspresije SOM (crveni kanal) te GAD2 (GADG65, zeleni kanal) i GADI (GAD67,
plavi kanal) mRNA u supragranularnim slojevima u Brodmannovom polju 14r. Svi prikazani SOM*
neuroni izraZavaju oba GABA-ergicka biljega, s time da je ekspresija GADI mRNA jace izraZena.
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5.6. Ventro-dorzalne razlike u strukturi pojedinih populacija kortikalnih
interneurona

Usporedbom udjela i omjera razliCitih populacija kortikalnih interneurona izmedu
Brodmannovih polja 9 i 14r utvrdene su odredene razlike u strukturi interneuronske mreze

izmedu ventralnih (BA14r) i dorzalnih (BA9) dijelova PFC-a (Tablica 5.13).

5.6.1. Razlike u udjelima pojedinih populacija kortikalnih interneurona u ukupnom
broju neurona

Razmatraju¢i ukupne udjele pojedinih populacija interneurona, razlike izmedu dviju

analiziranih regija bile su statisti¢ki znac¢ajne samo za jednu populaciju — CR* neurone (P =

0,0248; upareni t-test). Iako su se prosjecni udjeli drugih populacija u odredenoj mjeri

razlikovali izmedu regija, analiza zavisnih uzoraka pokazala je da razlike nisu konzistentno

uvijek u prilog istoj regiji (tj. u dijelu mozgova udio je bio ve¢i u BA9, a u dijelu u BAl4r) te

stoga nisu bile statisticki znacajne (Slika 5.67 i Slika 5.68).

CR* neuroni su u BA9 imali prosjecan udio od 8,21 % u ukupnoj populaciji neurona, dok su u
BA14r imali prosjecan udio od 10,24 %. U svakom od analiziranih mozgova udio CR*
neurona u BA14r bio je ve¢i nego u BA9 pa je stoga i analiza zavisnih uzoraka potvrdila
statistiCku znacajnost ove razlike (Slika 5.67). Takoder, najmanja vrijednost udjela CR*
neurona u BA14r bila je 9,58 %, dakle viSe od najvece vrijednosti udjela CR* neurona u BA9
(9,57 %), sto znaci da nema preklapanja raspona udjela izmedu regija (Tablica 5.13 i Slika

5.67). Navedeno nije bilo utvrdeno ni kod jedne druge analizirane populacije interneurona.

Tablica 5.13. Prikaz udjela (u %) pojedinih populacija kortikalnih interneurona u ukupnom broju
neurona za svaki analizirani mozak.

CR PV CB SOM

Mozak BA9 BAldr BA9 BAldr BA9 BAl4r BA9 BAldr
¢0382 936 958 925 653 557 560 797 944
¢0383 957 1088 706 606 664 611 706 808
¢0385 6,65 992 723 505 327 307 636 478
¢0386 794 10,08 574 703 467 537 564 803
0387 755 10,74 644 697 348 497 487 609
Artimeticka 821 1024 714 633 473 502 638 728
sredina

SD 124 055 131 081 142 117 121 184
Medijan 794 1008 7,06 653 467 537 636 803
IQR 181 082 079 091 209 063 142 1,99
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Slika 5.67. Procjenski dijagrami usporedbe udjela CR* neurona (A) i PV* neurona (B) u ukupnom
broju neurona izmedu Brodmannovih polja 9 i 14r. Lijevi dio dijagrama prikazuje u obliku uparenog
tockastog dijagrama vrijednosti udjela za svaki pojedini mozak za BA9 (crvene tocke) i za BA14r
(plave tocke). Crte povezuju crvene i plave tocke iz istog mozga. Desni dio dijagrama prikazuje
aritmeticku sredinu razlike izmedu vrijednosti u dvama Brodmannovim poljima s 95%-tnim CI.
Razlika je statisticki znacajna ako CI ne obuhvaca vrijednost O (prikazana isprekidanom crtom).
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Slika 5.68. Procjenski dijagrami usporedbe udjela CB* neurona (A) i SOM* neurona (B) u ukupnom
broju neurona izmedu Brodmannovih polja 9 i 14r. Lijevi dio dijagrama prikazuje u obliku uparenog
tockastog dijagrama vrijednosti udjela za svaki pojedini mozak za BA9 (crvene tocke) i za BA14r
(plave tocke). Crte povezuju crvene i plave tocke iz istog mozga. Desni dio dijagrama prikazuje
aritmeticku sredinu razlike izmedu vrijednosti u dvama Brodmannovim poljima s 95%-tnim CI.
Razlika je statisticki znacajna ako CI ne obuhvaca vrijednost O (prikazana isprekidanom crtom).



Daljnjom analizom udjela po slojevima utvrdeno je da razlike u udjelima CR* neurona
izmedu regija nisu znacajne niti unutar supragranularnih (P = 0,0605) niti unutar
infragranularnih slojeva (P = 0,3064). To je 1 ocekivano, budu¢i da je ukupno znacajno
povecéanje udjela CR™ neurona u BA14r posljedica niza manjih povecanja u svakom sloju
mozdane kore (Slika 5.8). Valja ipak naglasiti da supragranularni slojevi ukupno vise
doprinose apsolutnom povecanju udjela CR* neurona u BAl4r, buduci da je veéina CR*

neurona smjesStena u supragranularnim slojevima.

5.6.2. Razlike u omjerima broja pojedinih populacija kortikalnih interneurona

Analizom omjera broja pojedinih populacija interneurona utvrdeno je da postoji statisticki
znacajna razlika u omjeru CR* i PV* neurona (CR/PV) izmedu BA9 i BA14r (P = 0,0428 za
upareni t-test; P = 0,0431 za upareni t-test omjera) (Slika 5.69).

U svakom od analiziranih mozgova omjer CR/PV bio je ve¢i u BAl4r, prvenstveno zbog
znacajno veceg udjela CR* neurona u toj regiji. Omjeri CR/CB i CR/SOM nisu se znacajno

razlikovali izmedu BA9 i B14r.

Buduc¢i da kompozitni podatci imaju svojstvo da navedeni omjeri zapravo sadrZe podatke i o
preostalim omjerima (za Cetiri komponente skupa, bilo koja tri omjera u potpunosti definiraju
sve proporcije u skupu), detaljno su graficki prikazani samo omjeri CR* neurona s ostalim

populacijama neurona (Slika 5.69).

Osim omjera CR/PV, izmedu dvaju Brodmannovih polja znacajno se razlikovao i omjer
PV/SOM (P = 0,0293 za upareni t-test; P = 0,0414 za upareni t-test omjera). Za razliku od
omjera CR/PV, omjer PV/SOM bio je manji u BA14r u svakom od analiziranih mozgova, $to
je posljedica prosjecno nesto manjeg udjela PV* neurona i nesto veceg udjela SOM™ neurona

u BA14r u odnosu na BAO9.

Razlike izmedu regija u omjerima pojedinih populacija interneurona dodatno su potvrdene
graficki. Dijagramom rasprSenja koji prikazuje asocijaciju omjera CR/SOM i CR/PV utvrdeno
je jasno odvojeno grupiranje podataka iz BA9 i BA14r Sto pokazuje da izmedu ovih dvaju
Brodmannovih polja postoje znacajne razlike u omjerima pojedinih populacija kortikalnih

interneurona (Slika 5.70).
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Slika 5.69. Procjenski dijagrami usporedbe omjera CR/PV (A), CR/CB (B) i CR/SOM (C) izmedu
Brodmannovih polja 9 i 14r. Lijevi dio dijagrama prikazuje u obliku uparenog tockastog dijagrama
vrijednosti udjela za svaki pojedini mozak za BA9 (crvene tocke) i za BAl4r (plave tocke). Crte
povezuju crvene i plave tocke iz istog mozga. Desni dio dijagrama prikazuje aritmeticku sredinu
razlike izmedu vrijednosti u dvama Brodmannovim poljima s 95%-tnim CI. Razlika je statisticki
znacajna ako CI ne obuhvaca vrijednost O (prikazana isprekidanom crtom).
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Slika 5.70. Dijagram rasprSenja koji pokazuje asocijaciju omjera CR/SOM i CR/PV. Vidljivo je jasno
odvojeno grupiranje podataka iz BA9 (crveno) i BA14r (plavo).

Ternarnim dijagramom Kkoji prikazuje relativne odnose CR*, PV* i SOM* neurona (tri
najbrojnije analizirane populacije kortikalnih interneurona) takoder je utvrdeno jasno
odvojeno grupiranje podataka iz BA9 i BAl4r $to dodatno potvrduje postojanje znacajnih

razlika u strukturi kortikalnih interneurona izmedu ovih dviju regija (Slika 5.71).

Iz ternarnog dijagrama vidljivo je da je u BA9 relativni udio PV* neurona vec¢i nego u BA14r,

dok su u BA14r vedi relativni udjeli CR* i SOM* neurona.
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Slika 5.71. Ternarni dijagram koji istovremeno prikazuje relativne odnose broja CR*, PV+ i SOM*
neurona. Vidljivo je jasno odvojeno grupiranje podataka iz Brodmannova polja 9 (crveno) i
Brodmannova polja 14r (plavo).

Konacno, jednosmjernom ANOVA-om ponovljenih mjerenja utvrdeno je da su u BA9
statisticki znacajne bile razlike u udjelima izmedu CR* i CB* neurona (P = 0,0002) te CR* i
SOM* neurona (P = 0,0483), dok su u BA14r statisticki znacajne bile razlike u udjelima
izmedu CR* i CB* neurona (P = 0,0016), CR* i PV* neurona (P = 0,0022) te SOM* i CB*
neurona (P = 0,0280) (Slika 5.72).

Znacajna razlika izmedu CR* i PV* neurona u BA14r odituje se i u znacajnom povecanju

omjera CR/PV u BAl4r.
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Slika 5.72. Razlike izmedu prosje¢nih aritmetickih sredina udjela pojedinih populacija interneurona
kao rezultat jednosmjerne ANOV A-e ponovljenih mjerenja. Stupci pogreske predstavljaju 95%-tne CI.
Razlika je statisticki znacajna ako CI ne obuhvaca vrijednost O (prikazana isprekidanom crtom).

5.6.3. Razlike u ustrojstvu kortikalne mreZe inhibicijskih interneurona

Prikazani podatci ukazuju da postoje znaCajne razlike u ustrojstvu kortikalne mreze
inhibicijskih interneurona izmedu BA9 i BAl4r. Klju¢ne razlike u sastavu kortikalnih
interneurona izmedu ove dvije regiju su sljedece: u BA14r znacajno je ve¢i udio CR* neurona
te prosjecno (ali ne i znacajno) nesto veci udio SOM* neurona i prosjecno (ali ne i znac¢ajno)
nesto manji udio PV* neurona. Udio CB* neurona u obje regije je podjednak i vrlo malo
utjece na razlike u sastavu populacija interneurona (Slika 5.73). Klju¢na razlika izmedu regija
jest zna€ajno povecanje omjera CR/PV u BAl4r, kao posljedice znaCajnog povecanja udjela

CR* neurona i prosje¢nog smanjenja udjela PV* neurona u toj regiji.

Iz podataka dobivenih dvostrukim obiljezavanjem CB i SOM moguce je napraviti procjenu
ukupnog udjela CB U SOM neurona. Uzevsi u obzir tri velike populacije interneurona
definirane ovim istrazivanjem (CR, PV i CB U SOM), sastav kortikalnih interneurona u BA9
je sljedeci: 8,21 % CR, 7,14 % PV 1 7,60 % CB U SOM. Sastav interneurona u BAl4r je
sljede¢i: 10,24 % CR, 6,33 % PV i 8,79 % CB U SOM (Slika 5.74). Ovo pokazuje da se u
BAT14r prosjecno povecava udio CR i CB U SOM, a prosjecno smanjuje udio PV u odnosu na

BAO9.
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Slika 5.73. (A) Udjeli pojedinih populacija interneurona u ukupnom broju neurona u Brodmannovim
poljima 9 i 14r prikazani kao aritmetic¢ka sredina sa SD. (B) Udjeli pojedinih populacija interneurona u
ukupnom broju neurona prikazani u obliku tockastog dijagrama gdje svaka toCka predstavlja
vrijednost za pojedini mozak. Crte povezuju vrijednosti iz istog mozga.
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Slika 5.74. KruZni dijagram koji prikazuje udjele triju glavnih populacija interneurona (CR, PV i CB
U SOM) u Brodmannovim poljima 9 i 14r te postotak neobiljeZenih stanica.

Procijenjeni ukupni postotak obiljezenih stanica (CR*, PV* i CB* ili SOM™) bio je 22,95 % u
BA9, a 25,36 % u BAl4r, dok je postotak neobiljeZenih stanica (NeuN™, ali nereaktivne na
ostale biljege) bio 77,04 % u BA9 te 74,64 % u BAl4r. Budu¢i da je za sve analizirane
populacije interneurona potvrden GABA-ergicki neurotransmiterski fenotip, mozZe se

zakljuciti da u ljudskom PFC-u inhibicijski interneuroni ¢ine barem 23 — 25 % svih neurona.

Procijenjeni ukupni postotak obiljeZenih stanica bio je znatno veéi u supragranularnim
slojevima gdje je 24,42 % neurona u BA9, odnosno 27,96 % neurona u BA14r bilo obiljezeno
barem jednim od koriStenih molekularnih biljega. U infragranularnim slojevima svega je
16,34 9% neurona u BA9 te 16,48 % neurona u BAl4r bilo obiljeZeno nekim od koriStenih

molekularnih biljega.

Opcenito, udio obiljezenih stanica (tj. udio kortikalnih interneurona) u ukupnom broju
neurona postepeno se smanjivao s povecanjem dubine sloja u mozdanoj kori (Slika 5.75). Ovo
potvrduje i kvalitativhu opservaciju da u infragranularnim slojevima manji broj stanica

izrazava SLC32A1 mRNA.
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Slika 5.75. Kompozitni stupcasti dijagram koji prikazuje udjele triju glavnih populacija interneurona
(CR, PV i CB U SOM) u Brodmannovim poljima 9 i 14r te postotak neobiljeZenih stanica po
slojevima moZdane kore.
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6. RASPRAVA

U ovom istrazivanju napravljena je detaljna kvantifikacija inhibicijskih kortikalnih
interneurona koji eksprimiraju kalretinin, parvalbumin, kalbindin i somatostatin u
Brodmannovim poljima 9 i 14r prefrontalne kore covjeka. Nadalje, utvrdena je razina
koekspresije navedenih molekularnih biljega na temelju Cega su definirane tri velike
nepreklapaju¢e populacije kortikalnih interneurona. RNAscope in situ hibridizacijom
potvrden je GABA-ergicki neurotransmiterski fenotip svih analiziranih populacija kortikalnih
interneurona. Napravljena je 1 detaljna morfometrijska analiza tijela kortikalnih interneurona.
Konacno, napravljene su usporedbe udjela i morfometrijskih parametara izmedu slojeva te

izmedu dvaju analiziranih Brodmannovih polja.

6.1. Kalretininski neuroni u prefrontalnoj mozdanoj kori ¢ovjeka

CR* neuroni prosje¢no su najbrojnija populacija kortikalnih interneurona PFC-a. Takoder,
jedina su populacija kortikalnih interneurona ¢iji se udio u ukupnoj populaciji neurona

znacajno razlikuje izmedu ventralnih (BA14r) i dorzalnih (BA9) regija PFC-a.

CR* neuroni najbrojnija su populacija interneurona u supragranularnim slojevima i jedina
populacija interneurona koja je zastupljena u izuzetno velikom broju u sloju I. U
infragranularnim slojevima CR* neuroni su pak najmanje brojna populacija interneurona te
stoga pokazuju daleko najvece razlike u udjelu izmedu supragranularnih i infragranularnih
slojeva. S druge strane, morfologija CR* neurona vrlo je slicna u svim slojevima moZzdane
kore, Sto pokazuje i mala varijabilnost u morfometrijskim parametrima (povrSini tijela,

kruznosti 1 aspektnom omjeru) kroz slojeve.

Raspodjela CR* neurona po slojevima u PFC-u ¢ovjeka u skladu je s u literaturi opisanim
raspodjelama u primata (111, 114, 123, 137). Proucavanjem referentne literature moze se
zakljuciti da do sada nije radena detaljnija morfometrijska analiza kalretininskih neurona u
primata, ali morfoloski opisi CR* neurona u ¢ovjeka konzistentni su s morfoloskim opisima u

rezus majmuna (111).

Vrlo mali broj CR* stanica u sloju Ia bio je poloZen horizontalno i nije bio imunoreaktivan na
NeuN - odredena istrazivanja ukazuju da bi izostanak NeuN imunoreaktivnosti mogla biti
karakteristika Cajal-Retziusovih horizontalnih stanica (165), a postoje i istraZivanja koja

pokazuju i NeuN* Cajal-Retziusove stanice (166). U ovom istraZivanju nadeno je svega

132



nekoliko CR*/NeuN~ stanica u sloju Ia na ukupno 50 dvostruko obiljeZenih histoloskih

rezova, od ¢ega je samo jedna imala tipi¢an morfoloski oblik Cajal-Retziusove stanice.

Nadalje, ovim istrazivanjem pokazano je da u PFC-u Covjeka CR* neuroni predstavljaju
zasebnu populaciju inhibicijskih kortikalnih interneurona budu¢i da ne eksprimiraju u
znacajnoj mjeri nijedan od drugih molekularnih biljega kortikalnih interneurona, tj.
koekspresija drugih molekularnih biljega je rijetko prisutna i sporadi¢na. Osobito je vazno
naglasiti da CR™ neuroni u ¢ovjeka uopcée ne koeksprimiraju SOM (ni u jednom analiziranom
mozgu imunofluorescencijom nije nadena nijedna dvostruko obiljezena CR*/SOM? stanica), s
obzirom na to da je stupanj koekspresije CR i SOM u miSa izuzetno velik (oko 30 %) (77,
124).

Budu¢i da su ziv€ana vlakna CR* neurona bila slabo imunoreaktivna, ciljne stanice ove
populacije interneurona bilo je teSko odrediti na histoloskim rezovima. Unato€ tome, ¢injenica
da je najveca gustoca vlakana bila u slojevima II i III govori u prilog tome da veé¢ina CR*
neurona ima kratke aksone i da ostvaruje sinapse u istom ili susjednim slojevima. To je u
skladu s relevantnom literaturom u kojoj se uglavnom opisuje da VIP* stanice smjeStene u
supragranularnim  slojevima inhibiraju druge skupine kortikalnih interneurona u
supragranularnim slojevima (uglavnom SOM* neurone) (67, 78, 135). S obzirom na to da je
ve¢ pokazano da i u primata brojni CR* neuroni koeksprimiraju VIP (110, 116), moguce je da
i CR* neuroni sudjeluju u inhibiciji drugih populacija kortikalnih interneurona u
supragranularnim slojevima. Navedeno sugerira da bi jedna od glavnih uloga CR* neurona u
supragranularnim slojevima mogla biti disinhibicija. Uloga CR* neurona u regulaciji drugih
interneurona potvrdena je primjerice u hipokampusu Stakora (167). U recentnoj literaturi
postoje i opre¢ni nalazi koji sugeriraju da CR* neuroni u primarnoj vidnoj kori misa ne
pokazuju jasnu disinhibicijsku ulogu, ve¢ da njihova in vivo aktivacija optogenetikom
sumarno dovodi do inhibicije kortikalne aktivnosti (168). Za to¢no utvrdivanje funkcije CR*
neurona potrebno je provesti dodatna funkcionalna istrazivanja u primata, pogotovo u PFC-u,

buduci da je moguce da se uloga CR* neurona u PFC-u i vidnoj kori razlikuje.

Konac¢no, iako su preliminarna istrazivanja ukazivala da bi mogle postojati ventro-dorzalne
razlike u udjelu CR* neurona u PFC-u (132, 137), ovim je istraZivanjem to i izravno
potvrdeno. Naime, u prijasnjim radovima analizirane su zasebno BA9 i BA14 na razli¢itim
mozgovima, a podatci su ukazivali da bi udio CR* neurona u BA14 mogao biti veéi nego u

BA9. Ovim istraZivanjem taj je nalaz potvrden na nesto ve¢em uzorku te je razlika statisticki
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znaCajna. Nadalje, razlike su dobivene usporeduju¢i BA9 i BAl4r u istim mozgovima i
koriste¢i istu metodologiju, Sto govori u prilog tome da je razlika u dobivenim udjelima
posljedica stvarne razlike u organizaciji kortikalne mreze CR* neurona izmedu te dvije regije,

a ne posljedica metodoloskih razlika u istraZivanjima.

Povecanje udjela CR* neurona u BA14r posljedica je niza manjih povecanja udjela u svakom
sloju moZdane kore. U pojedinim slojevima ta povecanja nisu bila statisticki znacajna, ali je
ukupno povecanje udjela u cijeloj mozdanoj kori bilo znacajno. Ipak, budué¢i da su CR*
neuroni znatno brojniji u supragranularnim slojevima, upravo supragranularni slojevi

proporcionalno najvise doprinose ukupnom povecanju udjela CR* u BA14r.

6.2. Parvalbuminski neuroni u prefrontalnoj mozdanoj kori ¢ovjeka

PV* neuroni prosjecno su gotovo podjednako brojni kao CR* neuroni u BA9, ali znacajno
manje brojni od CR* neurona u BA14r. Udio PV* neurona ne razlikuje se znacajno izmedu

regija, ali je ipak prosjecno manji u BA14r.

PV* neuroni podjednako su brojni u supragranularnim i infragranularnim slojevima, a
najbrojniji su u sloju IV gdje Cine najve¢i udio neurona od svih populacija kortikalnih
interneurona. Od supragranularnih slojeva, PV* neuroni najbrojniji su u sloju III, dok su u
sloju I prisutni tek sporadi¢no. Morfologija PV* neurona takoder se ne razlikuje znacajno
izmedu supragranularnih i infragranularnih slojeva. Dapace, PV* neuroni ¢ak i u sloju IV
imaju vrlo slicnu veli¢inu i morfologiju kao i u drugim slojevima, Sto pokazuju priblizno
jednake vrijednosti morfometrijskih parametara u svim slojevima. To nije slucaj s drugim
populacijama interneurona — CR*, CB* i SOM* stanice sloja IV iznimno su male i okruglog
oblika tijela te svojom povrSinom tijela i kruzZnos¢u/aspektnim omjerom odudaraju od stanica
u drugim slojevima. PV* neuroni sloja IV su pak gotovo jednako veliki kao i PV* neuroni

okolnih slojeva, a znacajno su veci od svih ostalih populacija interneurona u tom sloju.

Ovim istrazivanjem potvrdeno je da PV* neuroni u PFC-u Covjeka, kao i CR* neuroni,
predstavljaju zasebnu populaciju inhibicijskih kortikalnih interneurona te da ne eksprimiraju u
znacajnoj mjeri nijedan od drugih molekularnih biljega kortikalnih interneurona. Znacajna
razlika u odnosu na glodavce jest da PV* neuroni u Covjeka pokazuju nizak stupanj
koekspresije CB, buduci da je u frontalnoj kori Stakora naden znacajan stupanj koekspresije
PV iCB (71, 72). To je u skladu s nalazima u primata poput rezus majmuna gdje je pokazano

da PV* i CB* neuroni predstavljaju pretezito odvojene populacije interneurona (111, 119).
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Takoder, cCinjenica da u Covjeka PV* neuroni ne koeksprimiraju SOM (ni u jednom
analiziranom mozgu nije nadena nijedna dvostruko obiljezena PV*/SOM™ stanica) podudara
se s nalazom niske koekspresije PV 1 CB, budu¢i da je stupanj koekspresije CB i SOM u PFC-

u Covjeka visok.

Zivéana vlakna PV* neurona opéenito su bila vrlo imunoreaktivna, a ciljne stanice ove
populacije kortikalnih interneurona uglavnom su piramidni neuroni istog ili susjednih slojeva.
PV™* vlakna su oko tijela piramidnih neurona tvorila guste spletove §to je karakteristika
koSarastih stanica. Iako se u literaturi navodi da su i stanice oblika svije¢njaka tipi¢no
imunoreaktivne na PV (91), ovu morfolosku varijantu stanica nije bilo moguce sa sigurnos$cu
identificirati budu¢i da se koriStenim histoloSkim bojenjima aksoni i inicijalni segmenti
piramidnih neurona, s kojima bi stanice oblika svije¢njaka trebale uspostavljati sinapse, ne

prikazuju.

Konacno, potrebno je naglasiti da izmedu BA9 i BA14r u ¢ovjeka postoji znacajna razlika u
omjeru broja CR* i PV* neurona, iako se udjeli PV* neurona izmedu BA9 i BAl4r nisu
znacajno razlikovali. Dok su u BA9 CR* neuroni i PV* neuroni podjednako zastupljeni s
blagom prevagom CR* neurona (prosjecni omjer CR/PV: 1,15), u BA14r CR" neuroni jasno
su brojnija populacija (prosjecni omjer CR/PV: 1,62). Ta znacajna razlika u omjeru CR/PV
posljedica je prvenstveno znacajnog povecanja udjela CR* neurona u BAl4r, a manjim

dijelom prosje¢nog (ali ne i znacajnog) smanjenja udjela PV* neurona u BA14r.

6.3. Kalbindinski neuroni u prefrontalnoj mozdanoj kori ¢ovjeka

CB* neuroni prosjec¢no su najmanje zastupljena populacija kortikalnih interneurona i u BA9 i
u BAl4r. Udio CB* neurona ne razlikuje se znacajno izmedu regija te pokazuje daleko

najmanje varijacije izmedu regija od svih analiziranih populacija interneurona.

CB* neuroni druga su najbrojnija populacija interneurona u supragranularnim slojevima,
nakon CR* neurona. U infragranularnim slojevima CB* neuroni su pak iznimno malobrojni,
zastupljeni s tek nesto ve¢im udjelom od CR* neurona. Kao i CR* neuroni, CB* neuroni stoga
pokazuju znacajne razlike u udjelu izmedu supragranularnih i infragranularnih slojeva. Iako
raspodjele CB* i CR* neurona po slojevima pokazuju odredene sli¢nosti, postoje i dvije vazne
razlike: CB* neuroni vrlo rijetko su prisutni u sloju I, a u granularnim i infragranularnim
slojevima je udio CB* neurona najveci u sloju VI, dok se udio CR* neurona u granularnim i

infragranularnim slojevima progresivno smanjuje s dubinom sloja (pa je stoga udio CR*
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neurona najmanji u sloju VI). Takoder, za razliku od CR* neurona koji imaju vrlo ujednac¢enu
povrsinu tijela u svim slojevima, povrSina tijela CB* neurona znacajno je manja u

infragranularnim nego u supragranularnim slojevima.

U morfologiji CB* interneurona posebno su zanimljiva dva specificna morfoloska oblika
stanica. Prva morfoloSka skupina su neuroglijaformne stanice koje su na svim analiziranim
rezovima imunoreaktivne isklju¢ivo na CB. Osim toga, neuroglijaformne stanice nadene su
iznimno rijetko, uglavnom kao pojedinacne stanice na svega nekoliko histoloSkih rezova i to u
infragranularnim slojevima mozdane kore. Nalaz CB* neuroglijaformnih stanica pretezito u
infragranularnim slojevima konzistentan je s istrazivanjima u primata (111) 1 s inicijalnim
Cajalovim opisima takvih stanica (169, 170), s time da postoje istraZivanja koja pokazuju da
se neuroglijaformne stanice nalaze i u supragranularnim slojevima gdje vjerojatno izraZavaju
druge molekularne biljege poput reelina ili neuropeptida Y (92). U ovom istraZzivanju nisu ni
na jednom histoloskom rezu u supragranularnim slojevima nadene stanice koje bi se mogle
jasno okarakterizirati kao neuroglijaformne. Neovisno o tome, iznimno mala okrugla tijela
pojedinih interneurona slojeva I i I mogla bi potencijalno odgovarati somatskoj morfologiji
neuroglijaformnih stanica. Daljnja istraZzivanja svakako su potrebna da bi se utvrdilo je 1i to

slu¢aj u PFC-u ¢ovjeka.

Druga specifi¢éna morfoloska skupina CB* interneurona su malobrojne velike CB* stanice u
infragranularnim slojevima s uzlaznim nastavkom koji najvjerojatnije predstavlja akson.
Takve stanice opisane su kao sporadi¢no prisutne u rezus majmuna (111), a 1 u ljudskom
PFC-u bile su prisutne tek na nekoliko histoloSkih rezova. Zanimljivo je da su i sporadicni
CR* neuroni u supragranularnim slojevima pokazivali vrlo slicnu morfologiju te da su na
dvostruko obiljeZenim anti-CB/anti-CR rezovima te velike stanice u infragranularnim
slojevima uvijek eksprimirale samo CB, a u supragranularnim samo CR. Ovo govori u prilog
tome da mogu postojati vrlo slicne morfoloSke varijante interneurona s razli¢itim

molekularnim karakteristikama.

Budu¢i da je i nemali broj piramidnih (ekscitacijskih) neurona u supragranularnim slojevima
imunoreaktivan na CB, kvantifikacija CB* kortikalnih interneurona metodoloski je zahtjevnija
od kvantifikacije CR* i PV* interneurona. Naime, kod anti-CR i anti-PV bojenja, gotovo
svaka imunoreaktivna stanica ujedno je i interneuron, dok je kod anti-CB bojenja potrebno
iskljuciti dio imunoreaktivnih stanica. Iako je i kvalitativnom analizom moguce relativnho

jasno razlikovati inhibicijske CB* interneurone od ekscitacijskih CB* piramidnih neurona na
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temelju izgleda stanica, kako bi kvantitativna analiza CB™* interneurona bila $to toc¢nija,
izdvojeni su klju¢ni parametri koji razlikuju ove dvije skupine CB* neurona. Osnovne razlike
izmedu CB" inhibicijskih interneurona i CB* ekscitacijskih piramidnih neurona su sljedece:
veli¢ina stanica (interneuroni su promjera manjeg od 20 um), oblik tijela stanice (interneuroni
imaju stanic¢na tijela kuglastog oblika, dok piramidni neuroni imaju tipi¢an piramidni oblik
tijela) te stupanj imunoreaktivnosti, tj. intenzitet fluorescentnog signala na konfokalnoj snimci
(interneuroni imaju u prosjeku znatno veci intenzitet signala/jaCu imunoreaktivnost od
piramidnih neurona). Na temelju parametara veliine 1 intenziteta signala moguce je
racunalnim algoritmom jednostavno iz analize iskljuciti stanice promjera veceg od 20 pum i
intenziteta signala manjeg od intenziteta tipi¢nog interneurona. Na konfokalnim snimkama
moze se pomocu histograma namjestiti koji raspon intenziteta signala ¢e se prikazivati, a u
analizi se pomocu praga intenziteta signala odreduje granica izmedu onoga §to algoritam
analizira kao pozadinu i onoga §to analizira kao stanicu. Na kraju, potrebno je dodatno
provjeriti oblik stanice i iskljuciti malobrojne piramidne stanice ¢iji je intenzitet blizak
intenzitetu okolnih interneurona. Nalaz piramidnih neurona slabo imunoreaktivnih na CB u

supragranularnim slojevima konzistentan je s opisom anti-CB bojenja u rezus majmuna (111).

Za razliku od CR* i PV* neurona koji predstavljaju nepreklapajuce populacije kortikalnih
interneurona, CB* neuroni pokazuju visok stupanj koekspresije SOM i to dominantno u
supragranularnim slojevima. Unato¢ tome, u ljudskom PFC-u nije moguce smatrati CB*
neurone isklju¢ivo subpopulacijom SOM™ neurona kako se uobicajeno tumaci (123), buduéi
da je u infragranularnim slojevima stupanj koekspresije SOM vrlo nizak. Takoder, i u sloju II
postoji odreden broj CB* neurona koji ne koeksprimiraju SOM. Navedeno govori u prilog
tome da su CB* i SOM™* neuroni preklapajuce populacije kortikalnih interneurona, ali nijedna
od tih dviju populacija zasebno ne obiljeZava sve interneurone koji nisu imunoreaktivni na CR
ili PV.

Ziv¢ana vlakna CB* neurona opéenito su bila slabo imunoreaktivna u odnosu na PV* i SOM*
vlakna, sli¢no kao $to je pokazano u rezus majmuna (111), pa je ciljne stanice ove populacije
interneurona bilo teSko odrediti na histoloSkim rezovima. Budu¢i da je u supragranularnim
slojevima koekspresija CB 1 SOM izuzetno visoka, moZe se neizravno zakljuciti da vjerojatno
znaajan dio CB* neurona supragranularnih slojeva ima iste ciljne stanice kao i SOM*
neuroni. Prema raspodjeli Zivéanih vlakana SOM™* neurona, vjerojatno je barem dijelom rije¢
o Martinottijevim stanicama koje inhibiraju zavrSna razgranjenja apikalnih dendrita

piramidnih neurona.
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6.4. Somatostatinski neuroni u prefrontalnoj mozdanoj kori ¢ovjeka

SOM* neuroni tre¢a su po brojnosti populacija kortikalnih interneurona u BA9, a druga
najbrojnija u BAl4r. Udio SOM* neurona prosje¢no je ve¢i u BAl4r (u Cetiri od pet

analiziranih mozgova), ali razlika ipak nije statisti¢ki znacajna.

Slicno kao i PV* neuroni, SOM* neuroni podjednako su brojni u supragranularnim i
infragranularnim slojevima, a najbrojniji su u sloju IV gdje su drugi po udjelu od svih
populacija kortikalnih interneurona. U supragranularnim slojevima SOM™ neuroni su svega
nesto manje brojni od CB* neurona, a prosje¢no podjednako brojni kao PV* neuroni. Ipak,
dok su PV* neuroni u supragranularnim slojevima brojniji u sloju III, SOM* neuroni tipi¢no
su brojniji u sloju II. U infragranularnim slojevima SOM* neuroni podjednako su brojni kao
PV™ neuroni, a znacajno brojniji od CR* i CB* neurona. Dok se udjeli CR* neurona izmedu
supragranularnih 1 infragranularnih slojeva znaCajno razlikuju, a morfometrijski parametri se
vrlo malo razlikuju izmedu slojeva, kod SOM* neurona je obrnuto pa se udjeli izmedu
supragranularnih i infragranularnih slojeva vrlo malo razlikuju, a morfometrijski parametri se
znaajno razlikuju. Takoder, za razliku od CB* neurona c¢ija je povrSina manja u
infragranularnim slojevima, a ve¢a u supragranularnim, za SOM* neurone vrijedi upravo
obrnuto. Nadalje, prosje¢na povrSina SOM* i CB* neurona u supragranularnim slojevima
razlikuje se manje nego u infragranularnim slojevima gdje je razlika izmedu povrSina ovih

dviju populacija interneurona znatno veca.

Vrlo karakteristicnu morfoloSku skupinu SOM* neurona predstavljaju velike vretenaste i
polimorfne stanice koje su vrlo brojne u infragranularnim slojevima, a rijetko su prisutne u
supragranularnim slojevima. Ove velike SOM?* stanice Cine progresivno sve ve¢i udio SOM*
neurona kako se povecava dubina sloja, dok su u bijeloj tvari gotovo sve SOM* stanice tog
morfoloskog oblika. Iako PV* neuroni prosje¢no imaju nesto vecu povrsinu tijela od SOM*
neurona, same velike SOM™ stanice znacajno su veée i od PV* neurona te su veli¢inom tijela
vrlo sli¢ne okolnim modificiranim (vretenastim) piramidnim stanicama i piramidnim
stanicama srednje veli¢ine. Osim svojom veli¢inom, velike vretenaste SOM™ stanice odlikuju
se izuzetnom izduZenoscu tijela, puno vecom od bilo koje druge skupine interneurona, a
usporedivom s izduZenoScu tijela modificiranih (vretenastih) piramidnih stanica slojeva V i

VL

Takoder, analizom morfologije SOM™ neurona definirane su jo§ tri dodatne morfoloSke

skupine SOM™ neurona: male okrugle stanice karakteristicne za supragranularne slojeve,
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iznimno male okrugle stanice karakteristicne za sloj IV te srednje velike jajolike stanice koje

se pojavljuju u svim slojevima mozdane kore (osim sloja I).

Zanimljivo je da je do sada u literaturi ova raznovrsna morfologija SOM* neurona vrlo slabo
opisana te vecina istraZzivanja razlikuje samo Martinottijeve 1 ne-Martinottijeve stanice, od
kojih su jedino Martinottijeve stanice relativno jednoznacno definirane svojim uzlaznim
aksonom koji ostvaruje sinapse u sloju I s apikalnim dendritima piramidnih neurona, a smatra
se da su smjesStene u slojevima II — VI. Ne-Martinottijeve stanice definirane su jedino kao
stanice koje ne tvore aksonski splet u sloju I te se smatra da su smjeStene iskljucivo u
slojevima IV i V, pri ¢emu ne-Martinottijeve stanice sloja IV tvore aksonski splet oko PV*
neurona u sloju IV, a ne-Martinottijeve stanice sloja V tvore aksonski splet oko neurona u
slojevima IV i V. Dendriticka stabla Martinottijevih i ne-Martinottijevih stanica uglavnom se
opisuju kao multipolarna ili stabla s dva Cuperka (78). Ako se navedeni opis korelira s
morfologijom SOM™ neurona u ljudskom PFC-u, moze se zakljuciti da su srednje velike
jajolike stanice koje se nalaze u slojevima II — VI najvjerojatnije Martinottijeve stanice s
uzlaznim aksonom. Ostale morfoloSke oblike znatno je teze svrstati u postoje¢u morfolosku
klasifikaciju, buduci da je na histoloSkim rezovima obojenim imunofluorescencijom tesko

utvrditi to¢an poloZaj i tok aksona SOM™ neurona.

Osim velike morfoloske raznolikosti izmedu supragranularnih i infragranularnih slojeva,
SOM* neuroni u PFC-u covjeka pokazuju i veliku molekularnu raznolikost. U
supragranularnim slojevima gotovo svi SOM™ neuroni koeksprimiraju CB, dok je stupanj
koekspresije CB u infragranularnim slojevima vrlo nizak. Obrnuto vrijedi za koekspresiju
nNOS, enzim koji predstavlja jedan od dodatnih molekularnih biljega kortikalnih
interneurona. Stupanj koekspresije SOM i nNOS visok je u infragranularnim slojevima i
bijeloj tvari, a relativno nizak u supragranularnim slojevima. Zanimljivo je da se u glodavaca
nNOS* neuroni obi¢no smatraju subpopulacijom SOM* neurona (67, 78), slicno kao §to se
CB* neuroni nerijetko smatraju subpopulacijom SOM* neurona (123). Kvalitativna analiza
dvostruko obiljezenih anti-nNOS/anti-SOM i anti-CB/anti-SOM rezova u PFC-u covjeka
ukazuje da postoje i nNOS* i CB* neuroni koji ne koeksprimiraju SOM. Ovim istrazivanjem
vec¢ je utvrdeno da CB*/SOM™ neuroni nisu obuhvaceni drugim molekularnim biljezima (CR i
PV), dok je za nNOS*/SOM™ neurone to tek potrebno dokazati dodatnim istraZivanjima.
Vazno je naglasiti da SOM* neuroni ne pokazuju koekspresiju ni CR ni PV, a na razini

mRNA ne pokazuju ni znacajnu koekspresiju VIP.
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Posebno su zanimljivi SOM* neuroni u bijeloj tvari. Osim $to su morfoloski vrlo upecatljivi s
velikim izduzenim (Stapicastim) ili polimorfnim tijelima, njihov broj je relativno velik, a
gotovo svi u vecoj ili manjoj mjeri koeksprimiraju biljeg MAP2 karakteristiCan za odredene
vrste projekcijskih neurona. Takoder, eksprimiraju i nNOS te sve GABA-ergicke biljege
(VGAT, GADI i GAD2) sto ukazuje da je vjerojatno rije¢ o projekcijskim GABA-ergi¢kim

neuronima.

Postoje naznake da se i metabolicka aktivhost SOM* neurona razlikuje izmedu
supragranularnih 1 infragranularnih slojeva, budu¢i da je ekspresija SS7 mRNA u
supragranularnim slojevima visoka, a imunoreaktivnost na SOM peptid niska, dok obrnuto
vrijedi u infragranularnim slojevima. Ovo ukazuje da bi SOM* neuroni u supragranularnim
slojevima mogli imati ve¢i obrtaj SOM (produciraju viSe mRNA i brZe izmjenjuju peptid)
nego u infragranularnim slojevima (produciraju manje mRNA i dulje zadrZzavaju peptid u

stanici).

Kvantifikacija SOM* neurona opéenito je bila zahtjevna u supragranularnim slojevima s
obzirom na nizak stupanj imunoreaktivnosti. Za konzistentnu kvantifikaciju i donosSenje
ispravne odluke o tome $to oznaciti kao imunoreaktivnu stanicu kljucni su bili dvostruko
obiljeZeni rezovi (anti-NeuN/anti-SOM, anti-CB/anti-SOM i S$S§7/anti-SOM) na kojima je

znacajno jednostavnije razluciti imunoreaktivnost u podrucju tijela stanice.

Ziv¢ana vlakna SOM* neurona opéenito su bila jako imunoreaktivna, sli¢no kao i PV* vlakna.
Ipak, dok su vlakna PV* neurona bila jednoli¢no obojena, anti-SOM bojenje je punktiformno
pa se Ziv€ana vlakna prikazuju kao isprekidana i nije im jednostavno odrediti odrediste.
Uzimajuéi u obzir visoku gusto¢u vlakana u sloju I moze se zakljuciti da velik broj SOM*
stanica u PFC-u covjeka pripada skupini Martinottijevih stanica s uzlaznim aksonima koji

inerviraju apikalne dendrite piramidnih neurona.
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6.5. Laminarna i regionalna organizacija kortikalnih interneurona u
prefrontalnoj mozdanoj kori covjeka

Organizacija GABA-ergicke mreZze u PFC-u Covjeka razlikuje se izmedu slojeva i izmedu
regija. Opcenito, laminarne razlike viSe su izraZzene od regionalnih razlika budu¢i da se udio
pojedinih populacija interneurona (prvenstveno CR* neurona) viSe razlikuje izmedu slojeva

nego Sto se razlikuje izmedu regija.

Laminarne razlike u organizaciji kortikalnih interneurona ocituju se na dvije razine. Prva
razina su razlike izmedu supragranularnih i infragranularnih slojeva, a znacajna razlika u
omjerima razli¢itih populacija interneurona izmedu supragranularnih i infragranularnih
slojeva prvenstveno je posljedica laminarne raspodjele CR* neurona. U supragranularnim
slojevima tako dominiraju CR* i CB*/SOM™* neuroni, a u infragranularnim PV* i CB/SOM*
neuroni. Druga razina su razlike unutar supragranularnih slojeva — svaki supragranularni sloj
ima jedinstven omjer razli¢itih populacija interneurona, a postoje i suptilne razlike izmedu
podslojeva Ia i Ib. Ovo ne vrijedi za infragranularne slojeve, budu¢i da slojevi V 1 VI imaju
vrlo slicne omjere razli¢itih populacija interneurona. Zanimljivo je istaknuti da je sloj IV po
omjerima populacija interneurona vrlo sli¢an infragranularnim slojevima, a znatno razlicit od
supragranularnih slojeva. Moguce je da su razli¢iti omjeri razli¢itih populacija interneurona u
pojedinim slojevima moZzdane kore odraz razliCitih veza i funkcionalnih svojstava tih slojeva.
U hipokampusu je, primjerice, utvrdeno da interneuroni, koji Salju aksone u iste slojeve,

dobivaju sli¢ne ulazne sinapicke signale (171).

Iako su regionalne razlike bile manje izraZzene u odnosu na laminarne razlike, i1 dalje su bile
jasne. Ve¢ je naglaseno da klju¢nu razliku u organizaciji kortikalnih interneurona izmedu
BA9 i BAl4r predstavlja znacajno ve¢i udio CR* neurona i posljedi¢no zna¢ajno veéi omjer
CR/PV. Ove razlike izmedu regija mogle bi biti posljedica funkcionalnih razlika izmedu BA9
1 BAl4r. Moguce je da je za ispravnu funkcionalnu povezanost BA14r vazZnija disinhibicija
Sto bi objasnilo veci udio CR™ neurona u toj regiji. S druge strane, za BA9 vaznija bi mogla
biti inhibicija tijela i aksonskih inicijalnih segmenata piramidnih neurona $to bi objasnilo broj
PV™* neurona sli¢an broju CR* neurona u toj regiji. U svakom slu¢aju, daljnja funkcionalna
istraZivanja nuzna su da bi se razjasnila to¢na podloga razlika u udjelima upravo CR* neurona

izmedu BA9 i BA14r.

Neovisno o regiji i slojevima mozdane kore, koriStenim molekularnim biljezima (CR, PV, CB

i SOM) moguce je definirati tri nepreklapaju¢e populacije inhibicijskih kortikalnih
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interneurona: CR*, PV* i CB U SOM (interneuroni koji eksprimiraju CB i/ili SOM).
Navedenim biljezima moze se prikazati otprilike Cetvrtina svih neurona u PFC-u Covjeka.
Buduci da je brojnim istrazivanjima pokazano da je udio GABA-ergickih neurona u frontalnoj
mozdanoj kori izmedu 20 i1 30 % (49, 51, 114), vjerojatno je da ova Cetiri molekularna biljega
prikazuju veliku vecinu inhibicijskih kortikalnih interneurona u PFC-u. Valja napomenuti da
u slojevima I 1 II koriSteni molekularni biljezi obiljeZavaju gotovo jednu tre¢inu svih neurona
Sto znaci da je omjer inhibicijskih i ekscitacijskih neurona u tim slojevima vjerojatno barem
1:2. Potencijalni molekularni biljezi kojima bi se mogao prikazati ve¢i broj GABA-ergic¢kih
neurona u mozdanoj kori su: VIP, reelin i 5-HT3a-R. Takoder, moguce je da bi se dodatni
manji broj GABA-ergickih neurona mogao prikazati 1 biljezima poput neuropeptida Y ili

nNOS.

6.6. Ekspresija GABA-ergickih molekularnih biljega u kortikalnim
interneuronima

Proteinski produkt gena SLC17A7 jest VGLUTI, vezikularni transporter glutamata koji se
nalazi pretezito u Ziv€anim zavrSetcima u sinaptickim mjehuri¢ima (172-174). VGLUT1
visoko je specifi¢an za kortikalne ekscitacijske neurone pa je njegova detekcija zlatni standard
za identifikaciju glutamatergickih neurona (175). Osim VGLUTI, postoje barem joS dva
glutamatna vezikularna transportera — VGLUT2 kojeg kodira gen SLCI7A6 1 koji je
eksprimiran preteZzito u subkortikalnim strukturama (176, 177) te VGLUT3 kojeg kodira gen
SLCI17AS8 i koji je eksprimiran u raznim vrstama stanica, ukljucujuéi i Ziv€anim stanicama
tankog i debelog crijeva (178, 179). Proteinski produkt SLC32A1 gena je VGAT, vezikularni
GABA transporter koji se nalazi na stani¢noj membrani u Ziv€anim zavrSetcima i sluzi
ponovnom unosu GABA-e iz sinapticke pukotine pa je stoga karakteristian za inhibicijske
(GABA-ergicke) neurone (180, 181). Budu¢i da se ni VGLUTI ni VGAT ne nalaze u velikoj
koli¢ini u podrucju tijela stanice koja ih eksprimira (182), imunohistokemijom je zahtjevno
utvrditi eksprimiraju li pojedine populacije interneurona ove biljege. S druge strane, SLCI7A7
1 SLC32A1 mRNA eksprimirana je u podrucju tijela stanica pa se koekspresija s drugim
molekularnim biljezima kortikalnih interneurona moze lako odrediti koriste¢i RNAscope in
situ hibridizaciju. Kvalitativnom analizom trostruko obiljeZenih histoloskih rezova, u kojima
su probe za SLCI7A7 1 SLC32A1 mRNA kombinirane s protutijelima za svaku pojedinu
populaciju kortikalnih interneurona (CR, PV, CB i SOM), utvrdeno je da svi analizirani

kortikalni interneuroni jasno eksprimiraju SLC32A1 mRNA te da ne pokazuju ekspresiju
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SLC17A7 mRNA. Ovaj nalaz pokazuje da odabrani molekularni biljezi ne obiljezavaju
ekscitacijske interneurone, kao Sto su trnaste zvjezdaste stanice, ve¢ samo inhibicijske

interneurone.

Proteinski produkt GADI gena, enzim GADG67, citoplazmatski je protein smjeSten poglavito u
podrucju stani¢nog tijela te sintetizira GABA-u za raznolike metabolicke uloge (troficki
¢imbenik za sinaptogenezu u ranim stadijima razvoja, zaStita nakon neuronalnih ozljeda, izvor
energija putem GABA Santa, regulacija redukcijsko-oksidacijskog potencijala u oksidativnom
stresu), dok je proteinski produkt GAD2 gena, enzim GADG65, membranski protein smjeSten
gotovo isklju¢ivo u Ziv€anim zavrSetcima gdje prvenstveno sintentizira GABA-u u svrhu
neurotransmisije (183-188). Stoga je imunohistokemijskim metodama zahtjevno potvrditi
koekspresiju ova dva proteina u istim stanicama, a pogotovo u pojedinim populacijama
interneurona (189), sli¢no kao §to je to slu¢aj za VGAT i VGLUTI. Cinjenica da su obje
mRNA dominantno eksprimirane u podruc¢ju stani¢nog tijela, kao i ve¢ina molekularnih
biljega kortikalnih interneurona, znacajno olakSava utvrdivanje koekspresije GADI i GAD2 u
istoj stanici. Kvalitativnom analizom trostruko obiljeZzenih histoloSkih rezova, u kojima su
probe za GADI i GAD2 mRNA kombinirane s protutijelima za svaku pojedinu populaciju
kortikalnih interneurona (CR, PV, CB i SOM), utvrdeno je da gotovo svi kortikalni

interneuroni jasno eksprimiraju i GADI i GAD2 mRNA.

U gotovo svim kortikalnim interneuronima GADI mRNA bila je jace eksprimirana od GAD2
mRNA. Na histoloskim rezovima obradenim RNAscope in situ hibridizacijom ova razlika u
ekspresiji vidljiva je u broju kopija detektirane mRNA. Naime, RNAscope in situ
hibridizacija daje tockasti (punktiformni) signal gdje jedna izolirana tocka predstavlja
pojedinacnu kopiju mRNA (190). Pojednostavljeno, veca koli¢ina signala (ve¢i broj tocaka,
puncta) odgovara vecem broju kopija detektirane mRNA, a u vecini analiziranih kortikalnih

interneurona detektirano je viSe kopija GADI nego GAD2 mRNA.

Prethodna istraZivanja pokazala su da je u mozdanoj kori Stakora ekspresija GADI mRNA
tipi¢no jaca od ekspresije GAD2, s time da je unato¢ ovim razlikama velika ve¢ina GABA-

ergickih neurona eksprimirala obje vrste mRNA (189, 191, 192).

S druge strane, postoje naznake da bi u primata dio GABA-ergi¢kih stanica mogao
eksprimirati samo GADI, ali ne i GAD2, kao $to je to slu¢aj u vidnoj mozdanoj kori makaka
majmuna (Macaca nemestrina) (193) te u BA46 PFC-a rezus majmuna (110). Budu¢i da je u

ovom istraZivanju radena samo kvalitativna analiza ekspresije mRNA, nije mogucée sa
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sigurno$¢u utvrditi postoji li u PFC-u covjeka populacija GABA-ergickih stanica koja
eksprimira samo GADI mRNA. Ipak, ni u jednoj od GABA-ergi¢kih stanica koje su
snimljene u visokoj rezoluciji na velikom povecanju (100x) nije nadena ekspresija samo
GADI mRNA, ve¢ je u tim stanicama uvijek bila koeksprimirana i GAD2 mRNA, ali
uglavnom u manjem broju kopija. Razlike izmedu histolosSkog nalaza u ovom istrazivanju i
istrazivanja u makaka majmuna potencijalno su posljedica nekog od sljede¢ih ¢imbenika:
razlika izmedu vrsta (Covjek i makaka majmun) u ekspresiji GADI i GAD2 mRNA, razlika

izmedu kortikalnih regija u ekspresiji mRNA te razlika u metodologiji.

6.7. Znacaj GABA-ergicke kortikalne mreze u neuropatoloskim stanjima

Brojna istrazivanja u posljednjih nekoliko desetljeCa sugeriraju da u razliitim
neuropatoloskim, neuropsihijatrijskim i neurodivergentnim stanjima dolazi do znacajnih
promjena u ustroju GABA-ergicke mreze u mozdanoj kori. GABA-ergicki mehanizmi Cesto
se opisuju kao moguc¢a podloga u patogenezi shizofrenije (42—44, 126, 128, 129, 183, 90,
194-197), a poznato je i da su poremecaji GABA-ergicke inhibicije u podlozi odredenih vrsta
epilepsije (198-201). Promjene GABA-ergicke transmisije mogu se o€itovati i kao kognitivne
smetnje u poremecajima poput depresije (202), a ispravno i1 uravnoteZeno funkcioniranje

GABA-ergicke i glutamatergicke transmisije vazno je i za ciklus spavanja (203).

Iz navedenog je vidljivo da je razumijevanje ustroja GABA-ergicke mreze u mozdanoj kori
iznimno vazno za razumijevanje mehanizama raznih klinicki relevantnih stanja. Posebno
korisno moZe biti jasno definiranje pojedinih populacija kortikalnih interneurona, budu¢i da
mnoga istrazivanja ukazuju na manje ili viSe selektivne promjene u samo odredenim
dijelovima GABA-ergicke mreze. Ovo istraZivanje daje detaljan opis GABA-ergic¢kih
neurona u prefrontalnoj kori mozga ¢ovjeka Sto predstavlja podlogu za daljnja postmortalna
istraZzivanja na patoloSkom materijalu, ali i za potencijalna klini¢ka i1 funkcionalna

istraZivanja.

144



7. ZAKLJUCAK

Ovim istrazivanjem potvrdena je hipoteza da u Covjeka postoje ventro-dorzalne razlike u

udjelu razlicitih populacija GABA-ergickih neurona unutar frontalne kore velikoga mozga.

U ovom istrazivanju utvrdeni su udjeli glavnih populacija GABA-ergickih interneurona
(kalretininskih, parvalbuminskih, kalbindinskih 1 somatostatinskih) u Brodmannovim poljima

91 14r na temelju Cega je zakljuceno sljedece:

1. Vecina inhibicijskih kortikalnih interneurona moze se okarakterizirati s Cetiri molekularna
biljega: kalretininom, parvalbuminom, kalbindinom i somatostatinom.

2. Kalretininski neuroni najbrojnija su populacija kortikalnih interneurona i ¢ine prosjecno
8,21 % svih neurona u Brodmannovom polju 9 te 10,24 % svih neurona u Brodmannovom
polju 14r.

3. Parvalbuminski neuroni druga su najbrojnija populacija kortikalnih interneurona u
Brodmannovom polju 9 gdje ¢ine prosjecno 7,14 % svih neurona, a treca najbrojnija
populacija u Brodmannovom polju 14r gdje ¢ine prosjecno 6,33 % svih neurona.

4. Kalbindinski neuroni najmanje su brojna populacija kortikalnih interneurona i c¢ine
prosje¢no 4,73 % svih neurona u Brodmannovom polju 9 te 5,37 % svih neurona u
Brodmannovom polju 14r.

5. Somatostatinski neuroni tre¢a su najbrojnija populacija kortikalnih interneurona u
Brodmannovom polju 9 gdje ¢ine prosje¢no 6,33 % svih neurona, a druga najbrojnija
populacija u Brodmannovom polju 14r gdje ¢ine prosjecno 7,28 % svih neurona.

6. Populacija kortikalnih interneurona koja izrazava kalbindin i/ili somatostatin cCini
prosjecno 7,60% svih neurona u Brodmannovom polju 9 te 8,79 % svih neurona u
Brodmannovom polju 14r, $to znaci je u oba kortikalna polja brojnija od parvalbuminske
populacija, ali manje brojna od kalretininske populacije kortikalnih interneurona.

7. Udio kalretininskih neurona u ukupnom broju neurona znac¢ajno je ve¢i u Brodmannovom
polju 14r nego u Brodmannovom polju 9.

8. Razlike u udjelima parvalbuminskih, kalbindinskih i somatostatinskih neurona izmedu

Brodmannovih polja 9 i 14r nisu statisticki znaCajne.
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U ovom istraZzivanju utvrdena su morfometrijska obiljezja i raspodjela glavnih populacija

GABA-ergickih interneurona po slojevima, na temelju cega je zakljuceno sljedece:

1.

10.

1.

Izmedu Brodmannovih polja 9 i 14r nema znacajnih razlika u raspodjeli pojedinih
populacija kortikalnih interneurona po slojevima.

Izmedu Brodmannovih polja 9 i 14r nema znaCajnih razlika u morfometrijskim
obiljeZjima kortikalnih interneurona.

Medusobni omjeri pojedinih populacija kortikalnih interneurona znacajno se razlikuju
izmedu supragranularnih i infragranularnih slojeva prefrontalne kore ¢ovjeka.

Medusobni omjeri pojedinih populacija kortikalnih interneurona znacajno se razlikuju
unutar supragranularnih slojeva, ali ne i unutar infragranularnih slojeva prefrontalne kore
covjeka.

Omjer broja kalretininskih i parvalbuminskih neurona znacajno je ve¢i u Brodmannovom
polju 14r nego u Brodmannovom polju 9 zbog znacajnog povecanja udjela kalretininskih
neurona u Brodmannovom polju 14r i prosje¢nog smanjenja udjela parvalbuminskih
neurona u tom polju.

Razlike u udjelima pojedinih populacija kortikalnih interneurona izmedu slojeva vecée su
od razlika izmedu Brodmannovih polja prefrontalne kore ¢ovjeka.

Kalretininski neuroni glavna su populacija kortikalnih neurona u supragranularnim, a
somatostatinski u infragranularnim slojevima prefrontalne kore covjeka.

Kalretininski 1 kalbindinski neuroni znacajno su brojniji u supragranularnim nego u
infragranularnim slojevima.

Parvalbuminski i somatostatinski neuroni podjednako su brojni u supragranularnim i
infragranularnim slojevima, a najbrojniji su u granularnom sloju.

Morfoloska 1 molekularna obiljeZja somatostatinskih neurona znacajno se razlikuju
izmedu supragranularnih i infragranularnih slojeva prefrontalne kore ¢ovjeka.
Somatostatinski neuroni pokazuju najvec¢u morfolosku i molekularnu raznolikost od svih

analiziranih populacija kortikalnih interneurona.
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Ovim istrazivanjem utvrdena je i koekspresija kalretinina, parvalbumina, kalbindina i

somatostatina u Brodmannovim poljima 9 i 14r, na temelju ¢ega je zakljuceno sljedece:

1.

Cetiri molekularna biljega (kalretinin, parvalbumin, kalbindin i somatostatin) definiraju tri
gotovo potpuno odvojene populacije inhibicijskih kortikalnih interneurona: interneuroni
koji eksprimiraju kalretinin, interneuroni koji eksprimiraju parvalbumin i interneuroni koji
eksprimiraju kalbindin i/ili somatostatin.

Populacija inhibicijskih kortikalnih interneurona koja eksprimira kalbindin i/ili
somatostatin sastoji se od barem tri subpopulacije: interneurona koji eksprimiraju samo
kalbindin, interneurona koji eksprimiraju samo somatostatin i1 interneurona koji
eksprimiraju i kalbindin i somatostatin.

Stupanj koekspresije kalbindina i somatostatina visok je u supragranularnim slojevima
prefrontalne kore Covjeka, a izuzetno nizak u infragranularnim slojevima.

Somatostatinski neuroni u prefrontalnoj kori covjeka ne koeksprimiraju kalretinin i
vazoaktivni intestinalni polipeptid.

Somatostatinski neuroni u bijeloj tvari i infragranularnim slojevima prefrontalne kore
covjeka koeksprimiraju neuronalnu sintazu dusSikovog oksida.

Somatostatinski neuroni u bijeloj tvari koeksprimiraju protein povezan s mikrotubulima 2
koji je biljeg neurona s udaljenim projekcijama.

Stupanj koekspresije parvalbumina i kalbindina u prefrontalnoj kori ¢ovjeka opcenito je
nizak.

Koekspresija kalretinina i parvalbumina u prefrontalnoj kori ¢ovjeka tek je sporadi¢no
prisutna.

Koekspresija kalretinina i kalbindina u prefrontalnoj kori Covjeka tek je sporadi¢no

prisutna.

Konac¢no, ovim istraZivanjem utvrden je i neurotransmiterski fenotip u glavnim populacijama

interneurona, na temelju ¢ega je zakljuceno sljedece:

1.

Svi kalretininski, parvalbuminski, kalbindinski i1 somatostatinski interneuroni su
inhibicijski 1 eksprimiraju GABA-ergicki molekularni biljeg VGAT, a ne eksprimiraju
glutamatergicki molekularni biljeg VGLUT]1.

Kalretininski, parvalbuminski, kalbindinski i somatostatinski interneuroni izrazavaju i

GABA-ergicke biljege GAD65 i GAD67.
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8. SAZETAK

GABA-ergicki kortikalni interneuroni raznovrsna su skupina neurona lokalnih neuronskih
krugova, a poznavanje njihovih molekularnih obiljezja preduvjet je za razumijevanje slozenih
kognitivnih funkcija i poremecaja koji se njima povezuju. Cilj ovoga istraZivanja jest
usporediti svojstva kalretininskih, parvalbuminskih, kalbindinskih 1 somatostatinskih
interneurona izmedu ventralnih (Brodmannovo polje 14r) i dorzalnih (Brodmannovo polje 9)
dijelova prefrontalne mozdane kore Covjeka. Koriste¢i imunofluroescenciju s dvostrukim
obiljeZavanjem utvrdeni su udjeli pojedinih populacija interneurona u ukupnom broju neurona
te omjeri broja pojedinih populacija interneurona. RNAscope in sifu hibridizacijom utvrden je
neurotransmiterski fenotip pojedinih populacija interneurona. Ovim istrazivanjem pokazano je
da se medusobni omjeri pojedinih populacija interneurona znacajno razlikuju izmedu
supragranularnih 1 infragranularnih slojeva, kao 1 unutar pojedinih supragranularnih slojeva
prefrontalne kore. Najbrojnija populacija su kalretininski neuroni ¢iji je udio u ukupnom broju
neurona znacajno veéi u Brodmannovom polju 14r (prosjecno 10,24 %) nego u
Brodmannovom polju 9 (prosjecno 8,21 %). Takoder, omjer kalretininskih i parvalbuminskih
neurona znacajno je ve¢i u Brodmannovom polju 14r (prosje¢no 1,62) nego u Brodmannovom
polju 9 (prosjecno 1,15). Konacno, potvrdeno je da sve analizirane populacije interneurona
izrazavaju GABA-ergiCke molekularne biljege: vezikularni GABA transporter te glutamat
dekarboksilazu 65 i 67. Na temelju rezultata ovoga istrazivanja moZe se zakljuciti da postoje
znacajne ventro-dorzalne razlike u udjelima pojedinih populacija interneurona u prefrontalnoj
kori Covjeka koje su najvec¢im dijelom posljedica povecanja udjela kalretininskih neurona u

ventralnim dijelovima prefrontalne kore.
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9. SUMMARY

Molecular characteristics of supragranular layer interneurons in the human
frontal cortex

Ivan Banovac, MD

GABAergic cortical interneurons are a diverse group of local circuit neurons. Understanding
their molecular characteristics is a prerequisite for the comprehension of higher cognitive
functions and related disorders. The aim of this research is to compare the characteristics of
calretinin, parvalbumin, calbindin, and somatostatin interneurons between ventral (Brodmann
area 14r) and dorsal (Brodmann area 9) regions of the human prefrontal cortex. Double
labelling immunofluorescence was used to determine the proportion of each interneuron
population within the total neuron population as well as the relative ratios of individual
interneuron populations. The neurotransmitter phenotype of each interneuron population was
determined using RNA scope in situ hybridization. This research revealed that the ratios of
different interneuron populations differed significantly between supragranular and
infragranular cortical layers as well as within individual supragranular layers. Calretinin
neurons were the most numerous, with a significantly higher total proportion in Brodmann
area 14r (average: 10.24%) than in Brodmann area 9 (average: 8.21%). Furthermore, the ratio
between calretinin and parvalbumin neurons was significantly higher in Brodmann area 14r
(average: 1.62) than in Brodmann area 9 (average: 1.15). Finally, all analyzed interneuron
populations were confirmed to express GABAergic molecular markers: vesicular GABA
transporter and glutamate decarboxylase 65 and 67. In conclusion, there are significant
ventro-dorsal differences in the proportions of certain interneuron populations in the human
prefrontal cortex, which are predominantly the result of a significant increase of calretinin

neurons in the ventral prefrontal cortex.
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