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1. Sazetak

Darko Oreskovic¢

Perineuronske mreZe su strukture izvanstani¢ne tvari u mozgu koje nastaju kada stanice izluce
molekule hondroitin sulfata proteoglikana koje se kondenziraju i okruzuju tijela odredenih neurona i
njihovih aksona. Danas je poznato da one imaju Citav niz vaznih uloga u normalnom razvoju i funkciji
mozga. U ovom radu su preparati ljudskog fetalnog i dje¢jeg mozga obojani Wisteria floribunda
agglutin-om koji je prihvaceni marker perineruronskih mreZza, odnosno izvanstani¢ne tvari. Cilj
istrazivanja je bio utvrditi intenzitet te prostornu i vremensku raspodjelu perineuronskih mreza u
prvenstveno sloju pod plo¢om, a zatim i samoj kortikalnoj ploci tijekom razvoja ljudskog
telencefalona. Rezultati su pokazali da su perineuronske mreze sa 13. gestacijskog tjedna izrazene u
pre-subplate zoni kao perisomatsko obojenje u dorzolateralnom telencefalickom zidu. Nakon toga,
perineuronske mreZe su do 25. tjedna gestacije izrazene kao difuzno obojenje u subplate zoni, najvise
oko prospektivne inzule. Do 33. gestacijskog tjedna su pak vrlo slabo vidljive, dok se nakon toga, kao i
u 40. gestacijskom tjednu vide kao intenzivno difuzno obojenje u remnants of subplate zoni. Ti
rezultati, kao i oni drugih istraZivanja upuéuju na mogucu vrlo bitnu ulogu koju perineuronske mreze

imaju tijekom razvoja i normalnog funkcioniranja ljudskog mozga.

Kljucne rijeci: fetalni razvoj mozga, perineuronske mreze, WFA



2. Summary

Darko Oreskovic¢

Perineuronal nets (PNN) are structures formed when cells secrete molecules of chondroitin
sulphate proteoglycan, which condense and surround certain neurons and their axons. Today it is
known that they perform a wide variety of functions in the normal development and diseased brain.
In this research, PNN of the human fetal and children brain were visualized using a histochemical
staining with Wisteria floribunda agglutinin which is a well-established marker of the perineuronal
nets and the extracellular matrix rich in. The aim of the study was to determine the intensity of
expression, as well as its spatio-temporal allocation in the human telencephalon during
development, focusing primarily on the subplate zone but also on the cortical plate. The results show
that the perineuronal nets do have a specific pattern of expression, as well as a spatio-temporal
distribution in the subplate zone. In the 13th week of gestation, perineuronal nets are expressed in
the pre-subplate zone as a perisomatic staining in the dorzo-lateral telencephalic wall. After that,
until the 25th week of gestation, they are expressed as a diffuse staining in the subplate zone, mostly
around the prospective insula. Until the 33rd gestation week the perineuroneal nets are very faintly
seen in the subplate zone. After that period they are expressed as an intense staining in the
remnants of subplate zone. These results, as well as many others, suggest an important role that the

perineuronal nets have during development and normal functioning of the brain.

Key words: fetal brain development, perineuronal nets, WFA



3. Uvod

3.1. Perineuronske mreze i Wisteria floribunda aglutinin

Izvanstani¢na tvar (engl. Extracellular matrix, ECM) se opéenito moZe definirati kao
izvanstanicni dio viSestani¢ne strukture koji ne samo da pruza neophodnu strukturnu i biokemijsku
potporu okolnim stanicama, nego takoder sudjeluje i u morfogenezi, diferencijaciji i homeostazi tkiva
i organa (Frantz i sur. 2010), a malogdje se ECM pokazao tako neophodan i bitan za normalan razvoj i

funkcioniranje kao u mozgu.

Jedna od struktura koje tvore ECM mozga su perineuronske mreze (engl. perineuronal nets,
PNN), strukture gradene od hondroitin-sulfat proteoglikana (engl. Chondroitin sulphate
proteoglycans, CSPGs) koje okruZuju tijela odredenih neurona (najces¢e GABAergicni interneuroni
(Hartig i sur. 1992, Hartig i sur. 1994)i piramidne stanice korteksa (Hausen i sur. 1996), kao i njihove
dendrite i proksimalne dijelove aksona (Wang i Fawcett-2012, Brickner i sur. 2006). lako se danas jos
tocno sa sigurnos¢u ne zna koje stanice to¢no proizvode PNN, pretpostavlja se da su to veéinom
upravo ti neuroni oko kojih ih se nalazi, kao i neke glialne stanice. lako su PNN bile opisane jos krajem
19. stoljeca, bilo je potrebno gotovo sto godina da bi se pocele ozbiljno proucavati i shvaéati njihov
znacaj u rastu, razvoju i funkciji mozga. Danas znamo da, izmedu ostalog, PNN imaju ili mogu imati
veliku ulogu u plasti¢nosti mozga (Wang i Fawcett 2012), odnosno formiranju i stabilizaciji sinapsi
(Geissler i sur. 2013), navodenju neurona tijekom njihove migracije kao i navodenju njihovih aksona
tijekom rasta (Carulli i sur. 2005), omogucavanju dugoro¢nog pamcenja (Tsien 2013), nastanku post-
traumtskog stresnog poremecaja (Gogolla i sur. 2009), zastiti interneurona od oksidativnog stresa i

nastanku Sizofrenije (Cabungcal i sur. 2013, Mauney i sur. 2013).

PNN se, dakle, sastoje od hondroitin-sulfat proteoglikana, molekule sa proteinskom jezgrom i
poboénim lancem hondroitin-sulfata (glikozaminoglikana sa vezanim sulfatom). Taj glikozaminoglikan
se nadalje sastoji od ponavljajuéeg niza disaharida koji su pak gradeni od amino-Seéera (N-acetil-
glukozamin i N-acetil-galaktozamin). Upravo se na taj drugi amino-Secer, N-acetil-galaktozamin veze

Wisteria Floribunda Agglutinin (WFA).

WFA je lektin (protein koji ima veliki afinitet prema Secerima), dobiven iz biljke Wisteria
floribunda, koji se veze specificno za Secerni dio glikoproteina, sto ga ¢ini dobrim markerom za PNN,
a time i ECM (Hilbig i sur. 2001). Do sada je WFA bio uglavhom koristen za istraZivanje PNN na

Zivotinjskim modelima. Kod ljudi je uglavnom koristen za kategorizaciju kortikalnih podrucja i njihovih



dijelova (Hilbig i sur. 2001), kao i u istraZivanjima promjena maturirane mozdane kore u shizofreniji

(Mauney i sur. 2013).

3.2. Sloj pod kortikalnom plocom

Sloj pod kortikalnom ploCom (engl. subplate zone, SZ) je jedna od rijetkih novih struktura
otkrivenih i opisanih u sredisnjem Ziv€anom sustavu u drugoj polovici 20. stolje¢a (Ayoub i Kostovic
2009). Zanemarena od strane Citavog niza velikih neuroanatoma tijekom desetljeca, subplate zona je
prvi put opisana kao zaseban sloj izmedu kortikalne ploce (engl. cortical plate, CP) i intermedijarne
zone (IMZ) tek 1974. godine kod covjeka (Kostovi¢ i Molliver 1974), a 1977. godine kod majmuna
(Raki¢ 1977).

SZ se razvija iz presubplate (PSP) zone, koja nastaje oko 7./8. tjedna gestacije (TG) (Ayoub i
Kostovi¢ 2009), te se od 13. Do 15. TG preoblikuje u SZ (Chervenak i Kurjak 1995, Kostovic¢ i Jovanov-
MiloSevi¢ 2008), kada se vidi kao sloj izmedu IMZ i CP, sa relativho malo stanica, no bogat vlaknima
(Kostovi¢ i Raki¢ 1990). Od tada se SZ ubrzano razvija i raste i vrlo brzo postaje najdeblji sloj ljudskog
fetalnog korteksa, te je na pocetku zadnje treéine gestacijskog perioda (oko 27 tjedana) ¢ak 4 do 5
puta Sira od CP. Postupna involucija SZ pocinje tijekom zadnje trec¢ine gestacije degeneracijom nekih
neurona, te prelaskom krajeva vlakana u CP (Kostovi¢ i Raki¢ 1990, Kostovi¢ i Jovanov- MiloSevic
2008), te ona vec¢inom is¢ezne do kraja prvog post-natalnog mjeseca, a ponegdje (prefrontalni
korteks) se mogu naci tragovi joS do 6 mjeseci nakon rodenja (Chervenak i Kurjak 1995), dok poneki
neuroni iz te zone ostaju sve do odrasle dobi (Kostovi¢ i sur. 1989, Kostovi¢ i Raki¢ 1980, Kostovi¢ i

Jovanov- Milosevi¢ 2008).

SZ je, dakle, prolazna, filogenetski novija struktura koja je najrazvijenija kod ljudi (Kostovic¢ i
Raki¢ 1990, Kostovic i Jovanov- MiloSevi¢ 2008) i nastaje urastanjem vlakana iz produzene mozdine,
talamusa, ipsi- te kontra-lateralne hemisfere u podrucje izmedu CP i IMZ. Ona je mjesto gdje ta
vlakna urastaju, akumuliraju se i maturiraju za daljnji rast i urastanje u kortikalnu plocu, pri tome
stvarajudi sinapse i neuronske krugove (Moore i sur. 2009, Kostovi¢ i sur. 2002) s drugim neuronima

(Kostovi¢ i Raki¢ 1990, Kanold 2009), sto su kljuéni procesi za kasniji razvoj moZzdane kore.

Danas znamo da osim kortikokortikalnih i talamokortikalnih vlakana, te neurona, znacajan
volumen SZ zauzima i ECM, sto se vidi i slikovnim prikazom magnetskom rezonancom (engl. magnetic

resonance imaging, MRI) (Kostovic¢ i sur. 2014, Kostovic i Jovanov- MiloSevi¢ 2008, Rados i sur. 2006).



4. Hipoteza

Iz pokusa in vitro i na animalnim modelima, danas je poznato da PNN imaju, izmedu ostalog,
vaznu ulogu u inhibiciji regeneracije neurona i navodenju aksona tijekom rasta (Carulli i sur. 2005,
Man i sur. 2014), formiranju putova migracije aksona (Kawano i sur. 1999), zastiti neurona od

oksidativnog stresa (Cabungcal i sur. 2013, Mauney i sur. 2013)...

Predmnijevamo da se PNN oblikuju vrlo rano tijekom prenatalnog razvitka telencefalona
Covjeka. Predmnijevamo takoder da se njihov izraZzaj mijenja vremenski, prostorno i kvalitativno

sukladno morfogenetskim procesima u prolaznim telencefali¢kim strukturama i zonama.

5. Ciljevi rada
5.1. Opci cilj

Pokazati najraniji izrazaj i raspodjelu izrazaja WFA pozitivnih PNN, prvenstveno u sloju pod

plo¢om dorzo-lateralnog telencefalickog zida fetalnog ljudskog mozga.

5.2. Specificni ciljevi

1. Utvrditi fetalni vremenski obrazac izrazaja WFA pozitivnih PNN, odnosno kada pocinje,
kada dostize maksimum, te prestaje li njihov izrazaj.

2. Utvrditi prostornu raspodjelu WFA reaktivnih PNN, odnosno poloZaj u zoni ili sloju u kojem
su izrazene, prvenstveno u dorzo-lateralnom telencefalonu.

3. Ustanoviti moZe li se utvrdeni obrazac izrazaja korelirati i interpretirati sa poznatim

morfoloskim i funkcionalnim razvojnim procesima kortikalnih putova ¢ovjeka



6. Materijal i metode

6.1. Materijali

6.1.1. Mozdano tkivo

Za ovaj rad koristeno je postmortalno tkivo fetalnih ljudskih mozgova, dobiveno nakon
obaveznih obdukcija fetusa nakon spontanih ili medicinski potpomognutih pobacaja na Klinici za
Zenske bolesti i porode u Zagrebu. KoriStenje uzoraka sukladno je odobrenju Etickog povjerenstva
Medicinskog fakulteta u Zagrebu te pravnim propisima iz 1984. i 1996. Godine i HelsinSkoj deklaraciji
iz 2000. Starost fetusa procijenjena je na temelju duZine fetusa od glave do zatka te temeljem

anamnestickih i ginekoloskih podataka o trudnodi.

6.1.2. Aglutinin za histokemijsko bojanje

Za ovaj rad koristen je biotinilirani lektin dobiven iz Wisteria-e floribunda-e (WFA-

SIGMA L1516)

6.2. Metode
6.2.1. Priprema tkiva

MozZdano tkivo je fiksirano imerzijom 4%-tne otopine paraformaldehida puferiranoj
fosfatnim solima tijekom 48 sati. Nakon toga, blokovi tkiva su rezani kliznim mikrotomom na rezove
debljine 20 um u koronarnoj, horizontalnoj ili sagitalnoj ravnini. Rezovi su montirani na silanizirana
predmetna stakalca. Rezovi mozga su (nakon postupka deparafinizacije) dalje bili podvrgnuti procesu
histokemijskog bojenja. Susjedni rezovi su bojani Nissl-ovom metodom za prikaz citoarhitektonike

fetalnog mozga.

6.2.2. Histokemijska metoda prikaza izrazaja PNN pomocu Wisteria floribunda

agglutinin-a

Rezovi su, nakon postupka deparafinizacije, ispirani u PBS-u tijekom 10 minuta. Zatim
su kuhani u citratnom puferu (pH 6.0), nakon cega je uslijedilo hladenje od 30 minuta, te tri ispiranja

PBS-om po 10 minuta. Nakon toga su podvrgnuti predtretmanu metanolom, vodikovim peroksidom i



vodom (75mL MeOH + 25mL H,0 + 75uL 30%-tnog H,0,), nakon ¢ega su ponovo ispirani 3 puta po 10
minuta PBS-om. Rezovi su zatim ,blokirani 5%-tnim albuminom govedeg seruma (TBS-BSA) tokom
sat vremena, nakon cega su 40 sati na 4°C inkubirani biotiliniliranim WFA (Sigma L-1516) u
koncentraciji 6 ug/mL, nakon ¢ega je uslijedilo ispiranje PBS-om (3 puta po 10 minuta). Nakon toga su
inkubirani 1h u Avidin-u DH i biotiniliranom enzimu (Vestastain ABC kit, Vector labs. SAD). Zatim su
opet 3 puta isprani po 10 minuta PBS-om, nakon c¢ega su mjesta vezanja lektina prikazana
diaminobenzidinom (DAB/H,0,, Sigmafast DAB D-0426). Rezovi su zatim prosli jo$ 3 ispiranja po 10
minuta PBS-om, nakon cega su ispirani u nizu rastuc¢ih koncentracija alkohola i ksilola i prije
pokrivanja pokrovnicom drzani 2 puta po 10 minuta u Histoclear-u (,Histological cleaning agent”,
National diagnostics). Nakon toga je dodan Histomount (National diagnostics) i rezovi su pokriveni

pokrovnicom.
6.2.3. Bojenje metodom po Nisslu

Za razaznavanje citoarhitektonskih granica zona, slojeva i stani¢nih odjeljaka
telencefalona, susjedni rezovi onih bojanih histokemijski, obojeni su metodom po Nisslu (Cruz-Rizzolo

i sur.2011).

Nakon postupka deparafinizacije uzorci su tretirani, ovisno o preparatu, 3-4 minute
0.5%-tnom otopinom krezil-violeta razrjedenoj u vodi u omjeru 1:4. Nakon toga su isprani
destiliranom vodom, a nakon toga 70%-tnim etanolom. Zatim su isprani u kiselom alkoholu (70%-zni
etanol kojemu se doda nekoliko kapi 10%-tne octene kiseline). Preparati su nakon toga isprani u 70%-
tnom i 97%-tnom etanolu, te se prociséeni u 100%-tnom etanolu i ksilolu. Nakon $to su preparati

posuseni, dodala se kapljica Histomount-a i prekriveni su pokrovnicom.
6.2.4. Svjetlosna mikroskopija

Kvalitativna analiza obojanih rezova ucinjena je svjetlosnim mikroskopom Olympus
Provis AX70, a fotografije su napravljene digitalnom kamerom Nikom DXM1200 u programu Nikon

ACT-1.



Tablica 1. Podaci o uzorcima mozdanog tkiva obuhvaéenih ovim radom

Razvojna dob (TG) Spol Uzrok smrti (klinicki ili
patoanatomski nalaz)
13 M Abortus
16 z Abortus
16 (+2) z Abortus
17 z Abortus
18 nepoznat Graviditas tubaria
20 nepoznat Kardio-respiratorna
insuficijencija
20 M Mrtvorodence
22 z Nepoznat
22/23 z Spontani abortus
27 M nepoznat
28 M nepoznat
Atresia laringis
33 nepoznat
Intestinum breve
Atresio ani
40 nepoznat Abrupcija placente




7. Rezultati

U najranijem ispitivanom razdoblju u dorzolateralnom zidu ¢eonog reznja (prospektivni
post-centralni girus), WFA reaktivnost se vidi u pre-subplate(PSP) zoni, i to poglavito u povrSinskom
dijelu, na samoj granici s CP. Tamo se nalaze pojedine stanice zrelije morfologije (slicne subplate
neuronima) koje pokazuju izrazeno perisomatsko bojanje. Takoder, kao i na vecini kasnijih preparata,

moze se vidjeti da se osim takvog bojanja stanica, boje stijenki krvnih Zila (perivaskularno). Slika 1

Od 16. TG, pa sve do 25. moze se vidjeti difuzna WFA specificna obojenost SZ. lako se moze,
viSe ili manje, vidjeti kroz Citavu SZ, pogotovo kod starijih mozgova, najjace vezanje za WFA se vidi na
na podrucju prospektivne inzule i okolnih regija (superiorni temporalni i inferiorni frontalni rezanj,
Slika 2 i Slika 3). Takoder, ono je sve jace izrazeno iduci prema povrsnim podslojevima SZ. Osim
difuzno obojane SZ moze se vidjeti i perisomatska obojanost, tj PNN u kortikalnoj ploci, kao i difuzna
obojanost marginalne zone iznad toga. Isto tako, u svim preparatima u ovom razdoblju vidi se

obojanost subikuluma, odnosno kortikalne ploce prospektivnog entorinalnog korteksa. Slika 2

Sa 27. TG izrazaj se mijenja. ViSe se ne primjecuje jaka difuzna obojanost kao ranije, veé se
vidi da se sada nalazi ve¢inom kao perisomatsko bojenje oko stanica u CP. PNN su jasno izrazene na
granici duboke i srednje tre¢ine CP (prospektivni 5. i 6. sloj), gdje se vide kao perisomatsko obojenje
oko zrelih stanica. lzraZzaj se olitava uzduZ gotovo cijele kortikalne ploce, ali najvise u dorzalnom
dijelu, prospektivhom pre-centralnom girusu. Gustoca i intenzitet izraZaja je ovdje puno snaZniji nego
u SZ, gdje se nalazi vrlo blijedo i to najvise u lateralnom zidu. Takoder, reaktivnost nije viSe izraZzena u

subiklumu kao ranije. Slika 3

Dok je sa 27 TG mjesto najjaceg izraZaja bila dorzolateralna CP, sa 28 TG se izraZaj mijenja.
Vidljiva je slaba reaktivnost duz cijele CP (sloj 5), takoder kao pericelularno obojenje. Reaktivnost je
jace izrazena u kortikalnoj plo¢i prospektivnog pre-centralnog girusa, i u inferiornom frontalnom
girusu na granici s inzulom, kao i u kortikalnoj plo¢i same inzule. Takoder, PNN se prikazuju u
kortikalnoj ploc¢i medijalnog dijela temporalnog reznja. U SZ je difuzna obojenost, kao i sa 27 TG, vrlo

blijeda. Slika 4

U slijedeé¢em ispitivanom razdoblju, 33 TG (Slika 5), WFA reaktivnost jasno pokazuje fronto-
okcipitalni gradijent izrazaja, kao i specifi¢ni izrazaj u pojedinim sub-slojevima kortikalne ploce.
Frontalni presjeci imaju sli¢an izrazaj kao u prethodnom razdoblju tj. najvise izrazenu oko lateralne
fisure, dakle donji dio inferiornog frontalnog girusa i gornji dio inzule. Takoder, iako manje,
reaktivnost se vidi i na granici cingularnog i pre-centralnog girusa, kao i u parahipokampalnom girusu.

Posteriorniji presjeci imaju takoder najjacu izrazenost WFA specificne reaktivnosti oko lateralne



fisure, i sve jaCu izraZenost u dorzo-lateralnom dijelu. Uz to, WFA specificnu reaktivnost vidimo i u
parahipokampalnom girusu. Sto se ti¢e raspodjele po slojevima, najpovrinija, marginalna zona je
pozitivna, iako blago. | dok buduci supragranularni slojevi CP ne prikazuju reaktivnost, dublji
infragranularni slojevi prikazuju i difuzno i perisomatsko WFA specificno obojenje tipicno za PNN.
Ostatak SZ (engl. remnants of subplate, RS) prikazuje difuzno obojenje, dok dublji slojevi ne izrazavaju

WFA specificnu reaktivnost. Slika 5

Sa 40 TG (Slika 6), CP takoder pokazuje WFA imunoreaktivnost. | dok su drugi i treci sloj
najjace, difuzno obojani, Cetvrti sloj ne izrazava reaktivnost. U petom i Sestom pak sloju nalazimo
perisomatsko obojenje tipiéno za PNN, dok u RS nalazimo difuzno WFA obojenje. Isto tako, u IMZ se
ponegdje nalaze WFA reaktivne PNN. Za razliku od proslog razdoblja gdje se izrazaj reaktivnosti
pojacavao u dorzo-lateralnom dijelu na posteriornijim presjecima, ovdje je obrnuto. U
najrostralnijem presjeku kroz frontalni rezanj se duz cijele kore moze vidjeti reaktivnost, dok
posteriorno ostaje samo oko lateralne fisure (inferiorni frontalni girus, inzula i superiorni temporalni

girus), te u parahipokampusu, dok u dorzolateralnom dijelu nema reaktivnosti. Slika 6
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Slika 1. Frontalni presjek kroz fetalni telencefalon gestacijske dobi 13 tjedana, obojan metodom po
Nisslu (A) i lektinom WFA (B). Kvadrat pokazuje podrucje iz kojega su uzete mikrofotografije (A). Vidi
se perisomatska obojanost stanica koje imaju morfologiju neurona u PSP (B). MZ- marginalna zona;
CP- kortikalna ploca; PSP- presubplate; IMZ- intermedijarna zona; SVZ- subventrikularna zona; VZ-

ventrikularna zona. (mjerna skala: 0.2mm)

Slika 2. Frontalni presjek kroz fetalni telencefalon gestacijske dobi 16 tjedana, obojan metodom po
Nisslu (A,B) i lektinom WFA (C). Kvadrat pokazuje podrudje iz kojega su uzete mikrofotografije (A).
Vidi se difuzna obojanost SZ u lateralnom zidu telencefalona (C). MZ- marginalna zona; CP- kortikalna
ploca; SZ- subplate; IMZ- intermedijarna zona; SVZ- subventrikularna zona; VZ- ventrikularna zona.

(mjerna skala: 0.8mm)
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Slika 3. Frontalni presjek kroz fetalni telencefalon gestacijske dobi 22 tjedna, obojan metodom po
Nisslu (A,B) i lektinom WFA (C). Kvadrat pokazuje podrucje iz kojega su uzete mikrofotografije (A).
Vidi se difuzna obojanost SZ ispod CP- u lateralnom zidu telencefalona (C). MZ- marginalna zona; CP-

kortikalna ploca; SZ- subplate; IMZ- intermedijarna zona. (mjerna skala: 1.5mm)

Slika 4. Frontalni presjek kroz fetalni telencefalon gestacijske dobi 27 tjedana, obojan metodom po

Nisslu (A,B) i lektinom WFA (C). Kvadrat pokazuje podrucje iz kojega su uzete mikrofotografije (A).
Vidi se perisomatska obojanost stanica koje imaju morfologiju neurona u prospektivnom 5. i 6. sloju
CP, kao i blijeda difuzna obojanost u SZ (C). MZ- marginalna zona; CP- kortikalna ploca; SZ- subplate

zona. (mjerna skala: 1.5mm)
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Slika 5. Frontalni presjek kroz fetalni telencefalon gestacijske dobi 33 tjedna, obojan metodom po
Nisslu (A,B) i lektinom WFA (C). Kvadrat pokazuje podrudje iz kojega su uzete mikrofotografije (A).
Vidi se kako povrsni dijelovi RS prikazuju jako, difuzno obojenje, dok dublji slojevi ne izrazavaju
reaktivnost (C). MZ- marginalna zona; CP- kortikalna ploc¢a; RSZ- remnants of subplate zone; IMZ-

intermedijarna zona. (mjerna skala: 1.2mm)

Slika 6. Frontalni presjek kroz fetalni telencefalon gestacijske dobi 40 tjedana, obojan metodom po
Nisslu (A,B) i lektinom WFA (C). Kvadrat pokazuje podrudje iz kojega su uzete mikrofotografije (A).
Vidi se difuzno obojenje u RS. MZ- marginalna zona; CP- kortikalna ploca; RSZ- remnants of subplate

zone; IMZ- intermedijarna zona. (mjerna skala: 2mm)
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8. Rasprava

Ovo istraZivanje opisuje izrazaj WFA reaktivnih perineuronskih mreza prvenstveno u
subplate zoni, a zatim i kortikalnoj ploc¢i dorzolateralnog zida fetalnog ljudskog telencefalona.
Prethodna istrazivanja PNN oznacenih sa WFA se uglavhom odnose na distribuciju PNN u
Zivotinjskom mozgu (Hilbig i sur. 2007), kao i na istraZivanja izrazaja PNN u pojedinim strukturama
(naprimjer amigdala, Pantazopoulos i sur. 2008) maturiranog mozga. Sustavnog pregleda izraZzaja

WFA reaktivnih PNN u fetalnom ljudskom telencefalonu tijekom razvitka zasada, joS uvijek nema.

Kao Sto je prije re€eno, iz prijasnjih istrazivanja je poznato da PNN imaju ili mogu imati
veliko znadenje u brojnim razvojnim (Carulli i sur. 2005) i funkcionalnim (Geissler i sur. 2013)
procesima u mozgu, kao i nastanku nekih bolesti srediSnjeg Zivéanog sustava (Briickner i sur 1999,
u kontroli rasta te kretanja neurona i njihovih aksona (Man i sur. 2014), te u sinaptickoj plasti¢nosti

(Corvetti i Rossi 2005).

Najces¢i postupak kojim se istrazuje uloga CSPG-a je njihova razgradnja pomocu enzima
hondroitinaze (Crespo i sur. 2007, Corvetti i Rossi 2005). Tako je veé¢ dugo poznato da upravo
molekula koja tvori PNN, CSPG ima klju¢nu ulogu u regulaciji ponovnog rasta aksona, prije svega
negativno djelujuéi na rast neurita, koji ga izbjegava u svom rastu, odnosno neuroni oko kojih je
razgraden CSPG pocinju rasti i ne prikazuju inhibiciju kao oni koji su okruZeni njime (Man i sur. 2014),.
Osim toga, on negativno djeluje i na diferencijaciju oligodendrocita (Siebert i sur. 2011). No
istrazivanja pokazuju da to ni priblizno nije sve. CSPG su samo jedan dio vrlo kompleksnog sustava
razvoja ziv€anog sustava. | dok oni djeluju inhibicijski na rast neurona, mnoge druge molekule djeluju
pozitivno, poticuci rast (laminini, fibronektin). No te molekule djeluju na rast neurona razli¢ito, ovisno
o tome djeluju li u isto vrijeme sa CSPG-om ili ne (Hynds i sur. 2001). Isto tako, inhibitorni ucinak
CSPG-a je vrlo razli¢it ovisno o brojnim cimbenicima poput njegove koncentracije, sulfatacije,
molekulama za koje je vezan i, Sto je moZzda najznacajnije za ovaj rad, tome jeli vezan za stanice ili je

otopljen (Snow i sur. 1996).

Pokazano je tako da CSPG, dok je vezan za molekule ECM-a ili stani¢nu povrsinu ima
uglavnom negativni ucinak na rast neurita (Man i sur. 2014). No otopljeni CSPG ima vrlo razliéite, jos
nedovoljno istrazene ucinke koji ovise o brojnim ¢imbenicima medu kojima je prisustvo laminina i
fibronektina medu najvaznijima (Hynds i sur. 2001). WFA aglutinin se veZe na Se¢ernu komponentu
N-acetil galaktozamin proteoglikana, te na preparatima oslikava PNN kao perisomatsko obojenje,
odnosno Secernu komponentu CSPG i drugih proteoglikana, ili kao difuzno obojenje bez vidljvih

stanica oko kojih bi se nalazile PNN. Moguce objasnjenje je da difuzno obojenje predstavlja otopljeni
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CSPG, dok perisomatsko predstavlja onaj vezan za povrsinu stanice (Snow i sur. 1996). Znajuci da je
SZ mjesto gdje vlakna iz brojnih dijelova mozga urastaju i akumuliraju se, te ¢ekaju trenutak za daljni
rast u plo¢u, moze se pretpostaviti da je upravo u tom podrucju potrebna izrazita kontrola rasta i
razvoja, kao i stabilizacija sinapsi i neuronskih krugova koje se tamo privremeno stvaraju (Kostovic i
Raki¢ 1990). MozZe se uociti kako su u svakom ispitivanom razdoblju PNN bile izraZzene u nekom dijelu
SZ ifili CP. Vidi se kako su u najranijim ispitivanim razdobljima PNN izrazene kao perisomatsko
obojenje oko velikih stanica samo u PSZ. U tjednima nakon toga SZ ne pokazuje perisomatsku, vec
difuznu obojanost. U 20. TG prvi je put vidljiv PNN izrazaj i u CP. | to najviSe u dubljim,
infragranularnim slojevima. U kasnijim razdobljima nalazimo najéesée vrlo sliénu raspodjelu WFA
reaktivnosti, dakle perisomatsko obojenje u CP, i difuzno u SZ. Kao sto je spomenuto ranije, otopljeni
CSPG moze djelovati na razne nacine (Snow i sur. 1996), dok onaj vezan za stanice djeluje inhibitorski
na rast (Man i sur. 2014). Zbog toga mozemo zakljuciti da PNN koje vidimo kao perisomatsko
obojenje tada vjerojatno predstavljaju granicu do koje neka vlakna koja urastaju smiju dodi. To se
ugrubo poklapa sa prijasnjim saznanjima koja kazu da je sloj 4 CP najpovrsniji sloj u koja vlakna iz SZ
urastaju (Kanold 2009). Nadalje, treba spomenuti i nalaz nakon 40. TG, gdje se izrazaj perisomatski
obojanih mreza pomaknuo u povrsnije slojeve CP. To se takoder moZe povezati sa prijasnjim
rezultatima jer u tom periodu postoji samo ostatak SZ, odnosno podrucja gdje vlakna moraju ¢ekati
prije urastanja u plocu. Urastanje tih vlakana u CP znaci i nestanak SZ. Dakle, opéenito se moze vidjeti
pomak perisomatskog obojenja iz SZ u ranom periodu do dubokih dijelova kortikalne ploce u

srednjem, te prema povrsnijim dijelovima CP pri kraju trudnoce i nakon rodenja.

Osim perisomatske, rezultati pokazuju i difuznu WFA obojanost koja oznacava Secernu
komponentu solubilnih proteoglikana. Ta obojanost postaje uglavnom vidljiva u 16. TG i ostaje jako
vidljiva i u post-natalnom periodu. Difuzno su obojana razna podrucja, kako u CP (gdje ponegdje ista
podrucdja prikazuju i perisomatsko i difuzno obojenje), tako i u SZ i RSZ (perisomatsko obojenje je bilo
prisutno samo u PSZ, dok je u kasnijim periodima vidljivo difuzno obojenje). Ovakav ekspresijski
obrazac pokazuje da su te WFA reaktivne molekule vjerojatno vrlo bitne za specifikaciju pojedinih
stanica, stani¢nih nastavaka, zona i sublamina, kao i za kontrolu rasta i razvoja mozga, te da je

njihovo djelovanje jos uvijek nedovoljno istrazeno.

Slijedeca vazna funkcija koju PNN imaju je stabilizacija sinapsi (Briickner i sur. 1999).
Naime, pokazano je da ako se razgradi CSPG, neki neuroni i njihovi aksoni pocinju bujati i rasti, no ne
mogu stvarati stabilne sinapse (Corvetti i Rossi 2005), odnosno neuroni ne dodu do tzv. kriticnog
perioda kada se njihove sinapse stabiliziraju, ve¢ se plasticnost reaktivira (Briickner i sur. 1999,
Pizzorusso i sur. 2002, Berandi i sur. 2004, Geissler i sur. 2013). A buduci da je ve¢ dugo poznato da je

SZ medu prvim mjestima gdje se stvaraju sinapse i prvi neuronski krugovi (Kostovi¢ i Raki¢ 1990,
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Kostovic i sur. 2002, Kanold 2009, Moore i sur. 2009), mozemo zakljuditi da je tamo, kao i u CP, osim
kontrole rasta i razvoja neurona i aksona, potrebna vrlo precizna kontrola i stabilizacija sinapsi. Stoga
ne ¢udi nalaz PNN, koje imaju dokazani takav ucinak, u SZ i CP. Znajuci funkcije dijelova mozga u
kojim se vidi izrazaj PNN, mozemo pretpostaviti da je regulacija rasta i razvoja, kao i stabilizacija
sinapsi pomoc¢u PNN vjerojatno vrlo bitna u normalnom razvoju i funkcioniranju brojnih funkcija
mozga od svijesti, percepcije, emocija, homeostaze tijela (izrazenost u inzuli), preko visih funkcija
poput jezika, racunanja, rjeSavanja problema i donoSenja odluka (izraZzenost u dorzolateralnom
korteksu prefrontalnog reznja), pa sve do pamdenja (izraZenost u parahipokampusu odnosno

entorinalnom korteksu).

Novija istrazivanja pokazuju da PNN takoder vjerojatno imaju veliku ulogu u brojnim
drugim procesima, pa tako i u bolestima. Kod osoba oboljelih od Sizofrenije se, naprimjer, pokazalo
da imaju puno manje izrazene PNN u mozdanoj kori pre-frontalnog korteksa (Mauney i sur. 2013).
Isto tako se pokazalo da PNN na neki nacin Stite neurone od oksidativnog stresa kojem su izloZeni
(Cabungcal i sur. 2013). Stanice sa izrazenim PNN su takoder bile otpornije na ostecenja izazvana
Alzheimerovom bole$éu, odnosno stanice bez PNN se povezuju sa pojacanim rizikom za ostecenje u
demenciji (Briickner i sur 1999, Adams i sur. 2001, Hartig i sur. 2001). Abnormalna funkcija PNN se,
osim toga, povezuje i sa brojnim drugim bolestima poput PTSP-a (Gogolla i sur. 2009), pa cak i
malignih bolesti (Chekenya i sur. 1999, Schrappe i sur. 1991). Navedena i brojna druga istraZivanja
ukazuju na izrazitu, joS nedovoljno istrazenu vaznost PNN u normalnom funkcioniranju Zivéanog
sustava, kao i u patofiziologiji mnogih bolesti, te upucuju na vaznost buducih istrazivanja PNN,

posebice u fetalnom mozgu.
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9. Zakljucak

Analizom izrazaja WFA pozitivnih PNN metodom histokemije u ljudskom telencefalonu
tijekom njegova razvoja, utvrden je da se izraZaj mijenja prostorno, vremenski i intenzitetom tijekom
razvoja mozga. U tada joS PSZ perisomatsko obojenje vidimo ve¢ sa 13 TG, i to najviSe u
dorzolateralnom dijelu telencefalickog zida. Nakon toga, do 25. TG SZ je obojana difuzno, najvise u
podrucju oko inzule i to u povrsnijim dijelovima. Do 33. TG izraZaj je pak puno slabije vidljiv u SZ nego
u CP, a nakon toga pocinje biti izrazito vidljiv kao difuzno obojenje u povrSnom dijelu RSZ i to najvise
u dorzolateralnom dijelu, parahipokampusu te oko lateralne fisure. U 40. TG RSZ prikazuje difuzno
obojenje. Takoder, utvrdeno je da se izrazaj PNN prikazuje i u CP i to prvo malo u 20. TG u dorzalnom
dijelu zida, u prospektivnom &etvrtom sloju kao perisomatsko obojenje. Sa 27/28 TG sli¢no
perisomatsko obojenje se moze vidjeti duz cijele kore, no najvise oko lateralne fisure. Nakon 33. TG
PNN se nalaze u CP. Nakon 40.TG perisomatsko WFA pozitivno bojenje se pomice u povrsnije slojeve

CP, dok je difuzno izrazeno diljem CP i dubljih slojeva.

S obzirom na prisutnost brojnih vlakana u tim podrucjima (talamokortikalnih, kalozalnih i
sl.) zakljucili smo da WFA reaktivna Se¢erna komponenta proteoglikana i PNN imaju klju¢nu ulogu u
modulaciji rasta vlakana, u usmjeravanju i oblikovanju aksona i stabilizaciji sinapsi, a time sudjeluju

kao vaZan ¢imbenik u oblikovanju i funkciji ljudskog mozga.
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