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1. UuvOD I SVRHA RADA

Amigdala ili corpus amygdaloideum predstavljaju bazalnu jezgru smjeStenu u
ventromedijalnom dijelu slijepoocnog reZnja velikog mozga, odnosno radi se o vise
skupina jezgara u razmjerno bliskom anatomskom i funkcionalnom odnosu. Buduci da
su amigdala heterogena anatomska struktura, ne c&udi Sto je tijekom povijesti bilo
razli€itih pokuSaja grupiranja jezgara koje ih sacinjavaju, a podjela koja se s vremenom
ustalila dijeli amigdala na povrsinsku (kortikomedijalna - kortikalna, sredi$nja, medijalna
jezgra, jezgra lateralnog njusnog puta) i duboku (bazolateralna - lateralna, bazalna,
pomocna bazalna, paralaminarna jezgra) skupinu jezgara. Svaka od opisanih jezgara
moze se dodatno podijeliti s obzirom na histoloSka svojstva i funkciju, a pritom
najjasnije uloge mozemo pripisati lateralnoj i sredisnjoj jezgri. Lateralna jezgra prima
glavninu aferentnih vlakana, dok iz srediSnje jezgre odlazi vecina eferentnih projekcija
koje potom reguliraju autonomne odgovore i ponasanje. Amigdala su uglavhom
recipro€no povezana s mnogobrojnim strukturama mozga putem razliCitih snopova
vlakana od kojih se istiCu ventralna i dorzalna (stria terminalis) amigdalofugalna viakna.
Takva raznolika i snazna povezanost omoguéava amigdalama kljuénu ulogu u
emocionalnim reakcijama djeluju¢i na motoricki, autonomni i endokrini sustav. Bududi
da amigdala posredno ili neposredno sudjeluju i u drugim funkcijama mozga,
primjerice, modulaciji stupnja pobudenosti i pozornosti, nagonima i motivacijskim
stanjima, odnosno socijalnim i ostalim sloZenijim oblicima pona$anja, njihov je razvoj
duboko isprepleten s razvojem srediSnjeg ziv€anog sustava te €ini bioloSku osovinu
psiholoskog razvitka Covjeka. Unato€ vaznoj ulozi, do sada je objavljeno samo nekoliko
sveobuhvatnijin radova vezanih uz razvitak amigdala kod Covjeka, a neka od niza

neodgovorenih pitanja tema su ove doktorske disertacije.



1.1. Anatomija amigdaloidne jezgre u €ovjeka
Njemacki lijeCnik i anatom Karl Friedrich Burdach je 1819. godine prvi opisao
amigdala, a naziv im je nadijenuo prema latinskoj rije¢i amygdala, izvedenici starogrcke
rijeCi za badem, apuydaAn (amygdalé). lako se pojam odnosi na jedinstvenu strukturu,
neki autori ne iskljuéuju mogucnost da se amigdala odnosi na svojevrsni skup struktura
koje potjecu iz drugih regija mozga (1). U svakom slu€aju, amigdala (ili arhistriatum u
vrsta koje nisu sisavci) su po definiciji bazalni ganglij smjesten u anteromedijalnom

dijelu sljepoocnih reznjeva velikog mozga.

U odraslome mozgu, amigdala se nalaze ispred glave hipokampusa, od koje su
dijelom odijeljena dzepom donjega roga lateralne mozdane komore. Lateralna komora
kaudalno stvara i dio ventralne granice amigdala, dok je u rostralnijim dijelovima bijela
tvar granica amigdala. Prema ventromedijalno nalazi se entorinalna mozdana kora,
takoder odijeljena tankim slojem bijele tvari, a na mjestima gdje kora prilijeze na
amigdala nalazi se periamigdaloidna mozdana kora. Dorzolateralnu granicu ¢ini
claustrum dok je dorzalno odijeljena od nucleus caudatus i putamen bezimenom

bijelom tvari, substantia innominata, kao i vlaknima prednje komisure (2).

Kod primata se naj¢esce dijeli na 13 jezgara i kortikalnih polja (3-5) (Slika 1).
Podjela amigdala mijenjala se kroz povijest, pri ¢emu je prema Brockhaus-u opisano
Cak 30 razli¢itih jezgara (6), dok je vjerojatno najprakti¢niju podjelu predlozio Johnston
(7), koju je kasnije slijedila vecina autora (8-10). Izmedu njih postoji suglasje da jezgre
amigdala mozemo promatrati u skupinama s obzirom da postoje medusobne
anatomske i funkcionalne slicnosti. Duboka ili bazolateralna skupina jezgara odnosi se
na: lateralnu, bazalnu, pomoc¢nu bazalnu, a pribraja im se i paralaminarna jezgra.
PovrSinska ili kortikomedijalna skupina uklju€uje: kortikalnu jezgru koja je u dodiru s
razmjerno tankim periamigdaloidnim paleokorteksom, srediSnju i medijalnu jezgru te

jezgru lateralnog njudnog trakta, koju neki autori niti ne ukljuuju u amigdala. Toj



skupini moZemo pridodati i intersticijske jezgre strije terminalis, koje vecina autora ipak
ne smatra dijelom amigdala u uzem smislu (11). Potrebno je napomenuti da sredisnja
jezgra amigdala ima istaknutiju ulogu i veze, pa ju se po nekim autorima moze
promatrati i zasebno (12). Ostale opisane jezgre ukljuuju: prednje amigdaloidno
podrucje, amigdalohipokampalno podrucje i skupine interkaliranih (umetnutih) ziv€éanih

stanica.

1 med

Slika 1. Shematski prikaz odnosa jezgara amigdala u rostokaudalnom smijeru, u
koronalnoj ravnini (1 — najrostralnije, 5 — najkaudalnije). AAA — (eng. anterior
amygdaloid area) prednje amigdaloidno podrucje; AHA — (eng. amygdalohippocampal

area) amigdalohipokampalno podrucje; AB - (eng. acessory basal nucleus) pomoéna
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bazalna jezgra; B — (eng. basal nucleus) bazalna jezgra; C - (eng. central nucleus)
srediSnja jezgra; Co(A/P) — (eng. cortical nucleus (anterior/posterior)) - kortikalna
jezgra (prednja/straznja); L — (eng. lateral nucleus) lateralna jezgra; M — (eng. medial
nucleus) medijalna jezgra; PAC - (eng. periamygdaloid cortex) periamigdaloidni

korteks; PL — (eng. paralaminar nucleus) paralaminarna jezgra.

1.1.1. Citoarhitektonsko ustrojstvo amigdaloidne jezgre ¢ovjeka

Lateralna jezgra je najveca jezgra amigdala (13) s velikom gusto¢om ziv€anih
stanica (14), koji su sredniji do veliki u odnosu na veli€inu stanica drugih jezgara, ali
nesSto manji od onih koji se nalaze u bazalnoj jezgri, sto Cini osnovu za njihovo
histolodko prepoznavanje (10). Prostire se uzduZ ventrolateralnog ruba amigdala, s
medijalne strane joj se nalazi lamina medularis interna koja ju odvaja od bazalne
jezgre. Lateralna jezgra Covjeka se moze podijeliti prema citoarhitektonskim
znacCajkama, reaktivnosti na kolin-esterazu i parvalbumin na medijalni i lateralni dio
(15). Na koronalnim presjecima lateralni dio jezgre pokazuje prugasti izgled, koiji
nastaje zbog prolaska brojnih vlakana (fasciculus uncinatus, tractus occipitofrontalis
inferior, capsula externa, ventrolateralna kortikonuklearna vlakna) koja je odvajaju od
claustruma. Iznimno je dobro povezana s drugim jezgrama od ¢ega se istiCu veze s
bazalnom jezgrom (16,17). Slabije reciproCne projekcije iz ostalih jezgara prima
veéinom iz bazalne, pomoéne bazalne ili srediSnje jezgre (18). SpecifiCnost lateralne
jezgre je u tome da je glavna aferentna jezgra amigdala, a u tome smislu prima
topografske projekcije iz razliCitih neokortikalnih polja (19). Signale potom prosljeduje u
druge jezgre amigdala, ali i prema svojim ventralnim dijelovima (18-20).

Bazalna jezgra nalazi se medijalno od lateralne vecim rostokaudalnim dijelom

amigdala. Prema medijalno lamina medullaris intermediaris odvaja bazalnu jezgru od

pomocne bazalne jezgre. Bazalna jezgra se histoloski istiCe svojim velikim neuronima



(4), a moZe se od dorzolateralno prema ventromedijalno podijeliti na magnocelularni i
parvocelularni dio izmedu kojih je prijelazni, intermedijarni segment (4,15,21).
Magnocelularni se od parvocelularnog dijela razlikuje po veéim neuronima koji se
intenzivnije prikazuju Nisslovom metodom bojanja, a pokazuju i izrazitu
imunoreaktivnost na parvalbumin (23). Osim toga, postoji i veéa gustoéa
serotoninergickih vlakana u tom segmentu bazalne jezgre (22). Neuroni bazalne jezgre
svojim morfoloskim obiljezjima i imunohistokemijskim profilom pokazuju dosta sli¢nosti
s neuronima mozdane kore (24). NajvecCe ziv€ane stanice bazalne jezgre Salju
projekcije prema mozdanoj kori i prema mediodorzalnoj jezgri talamusa. Svojom
morfologijom odgovaraju piramidnim zivéanim stanicama s apikalnim dendritima,
velikim brojem dendriti€kih trnova i brojnim aksonskim kolateralama. Druga dva, od triju
opisanih histoloskih tipova, manje su ziv€ane stanice zvjezdastog oblika i s manjim
brojem dendritiCkih trnova, vjerojatno uklju¢ene u lokalne neuronske krugove. Kao i kod
lateralne jezgre, intrinziCke projekcije uglavnom polaze iz dorzalnih dijelova prema
ventralnima. Od vanjskih projekcija najsnaznije prima one iz lateralne jezgre dok svoje
uglavnom Salje u srediSnju i medijalnu jezgru (16,18). Bazalna jezgra Salje projekcije i u

brojna kortikalna podrucja koja se inace projiciraju u lateralnu jezgru (25).

Najmedijalnija od dubokih jezgara je pomoéna bazalna jezgra. Jasno je
odvojena intermedijarnom medularnom laminom od bazalne jezgre, a medijalno se
granica prema dubokim slojevima kortikalne, odnosno medijalne jezgre, teze moze
odrediti. Prema dorzolateralno se nalazi centralna jezgra. Kod dovjeka se moze
podijeliti na medijalni i lateralni dio (8), ali je uCestalija podjela na magnocelularni,
parvocelularni i ventromedijalni dio, vec¢inom prema reaktivhosti ha enzim kolin-
esterazu i protein parvaloumin (4,15). Zivéane stanice uglavnom podsjeéaju na one u
bazalnoj jezgri i amigdalohipokampalnom podruéju (24). Magnocelularni dio se sastoji

od srednjih do velikih Ziv€anih stanica koje su vecéinom pozitivne na acetil-kolin



esterazu (AChE). Parvocelularni dio se nalazi uzduz cijele jezgre, a u njemu se nalaze
manje, gusée zbijene ziv€ane stanice koje su slabo reaktivne na AChE.
Ventromedijalni, odnosno najmedijalniji dio pomoéne bazalne jezgre nalazi se
uglavnhom u njezinom srediSnjem dijelu u odnosu na rostrokaudalnu os, a prema
kaudalno prelazi u amigdalohipokampalno podrucje. Sastoji se od izduzenih, gusto
zbijenih Ziv€anih stanica pozitivnin na AChE (3,4). Magnocelularni i parvocelularni
dijelovi medusobno su povezani, a projekcije uglavhom primaju iz lateralne jezgre, iako
su dokazane projekcije i iz drugih jezgara (16,18). U najvecoj se mijeri projicira u
srediSnju jezgru, napose njezin medijalni dio (26). Ova jezgra je bolje razvijena kod

¢ovjeka u odnosu na druge sisavce (8).

Amigdalohipokampalno podruéje nalazi se u kaudalnom podrucju amigdala,
rostralno od glave hipokampusa, a neposredno u blizini kortikalne jezgre, od koje se
moze razlu€iti po nesto manjim i tamnijim Ziv€anim stanicama koji su difuzno usmjereni
i ne oblikuju slojeve. Pokazuje visoku reaktivnost na acetil-kolin esterazu i parvalbumin
(15). To podrucje prima projekcije iz vecine jezgara amigdala (16,18,26), ali se njegova
eferetnha vlakna teSko mogu razluditi zbog tehnickih ogranienja, s obzirom da su zbog
tehniCkih ograni¢enja u istrazivanjima vjerojatno bila uklju¢ena i projekcijska podrucja

posteriorne kortikalne jezgre (27).

Prednje amigdaloidno podrucje slabo je razvijeno kod primata, pa tako i kod
Covjeka. Smjesteno je ispred svih podrucja amigdala i sadrzi male do srednje Ziv€ane
stanice koji se prikazuju tamno pomoéu Nisslove metode bojanja, rahlog su rasporeda i
raznoliko usmjerene, pritom ne stvarajuci kompaktnu strukturu. U svom prednjem dijelu
podrucje je smjesteno mediodorzalno od otoCi¢a bazalne i lateralne jezgre, potom se
smjesta dorzalno od bazalne jezgre dok se u svom najkaudalnijem dijelu na njega

nastavljaju medijalna i centralna jezgra. U njemu zavrSavaju projekcije iz lateralne i



sredisnje jezgre (16,18), a do sada nisu zabiljeZzene znacajne projekcije koje polaze iz

ovoga podrudja.

Paralaminarnu jezgru cini pojas gusc¢e zbijenih ziv€anih stanica uzduz ftri
Cetvrtine ventralne i rostralne granice amigdala, veéinom uz bazalnu jezgru od Cijeg se
parvocelularnog dijela razlikuje po joS vecéoj gustodi i jaem bojanju ziv€anih stanica.
Prema lateralno oblikuje nakupine, a stanice svojim oblikom podsje¢aju na glija
stanice, odnosno nepiramidne neurone (24,28,29). Aferentna vlakna prima uglavnom iz

lateralne jezgre (16), a projicira se u bazalnu jezgru (17,27).

Umetnute (interkalirane) stanice formiraju razmjerno male jezgrame koje se
nalaze u intranuklearnim fibrilarnim podruc¢jima, naznacenije u rostralnim dijelovima
bazolateralne skupine jezgara. Uglavhom je rije¢ o interneuronima Ciji je
neurotransmiter gama-aminomaslac¢na kiselina (GABA, eng. gamma-aminobutyric
acid) (29). Primaju izravne projekcije iz orbitofrontalne mozdane kore, lateralne i

bazalne jezgre amigdala, a projiciraju se u srediSnju jezgru (30).

Medijalna jezgra moze se promatrati zajedno s kortikalnom jezgrom s kojom
dijeli histolosku gradu, odnosno sa srediSnjom jezgrom zbog funkcionalnih sli¢nosti.
Prema naprijed se nastavlja u prednju kortikalnu jezgru, dok se straznja kortikalna
jezgra nalazi u njenom medijalnom kontinuitetu. Histoloski je manje izraZene slojevite
grade nego kortikalne jezgre, a obiljezava je istaknutiji sloj Il neurona, te manje gusti
raspored i tanji sloj ziv€anih u sloju Ill. Vecinu stanica medijalne jezgre Cine GABA-
ergiCki neuroni (31). Najobilnije projekcije medijalna jezgra prima iz lateralne jezgre
(16). Eferentna vlakna medijalne jezgre projiciraju se u prednju kortikalnu i srediSnju

jezgru, amigdalohipokampalno podrucje i periamigdaloidnu mozdanu koru (18).

Kortikalna jezgra pripada povrSinskoj skupini jezgara i potrebno ju je
razlikovati od susjedne periamigdaloidne i piriformne mozdane kore. Kortikalna se
jezgra moze podijeliti na prednju i straznju (15). Prema kaudalno prednja jezgra se
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nastavlja u medijalnu, a u toj razini se prema medijalno pojavi i straznja jezgra ¢ime su
tada obje u bliskom medusobnom kontaktu. Budu¢i da obje jezgre imaju slojevitu
gradu, Cesto ih se promatra u sklopu kortikomedijalne skupine jezgara, iako kortikalnu
jezgru neki autori radi kontinuiteta s pomoc¢nom bazalnom jezgrom svrstavaju i u
bazolateralnu skupinu (10). Troslojnu gradu Cine povrsinski molekularni sloj koji je
gotovo bez stanica, zatim deblji sloj saCinjen uglavhom od piramidnih Ziv€anih stanica
koji prema dubini nejasno prelazi u sloj rasprsenih multiformnih i piramidnih ziv€anih
stanica. Piriformni korteks i medijalna jezgra imaju istaknutiji sloj 1l od prednje
kortikalne jezgre, po ¢emu se one mogu medusobno razlikovati. Prednja kortikalna
jezgra prima projekcije iz lateralne, pomo¢ne bazalne i srediSnje jezgre (4,16,17).
Straznja kortikalna jezgra proteZe se kroz kaudalne dvije treéine amigdala i sadrZi
srednje velike ziv€ane stanice koje su poredane u jedan tanki i drugi, nesto deblji, sloj
stanica. Sloj | je jako tanak, s malo stanica. Sloj Il sadrzi velike i tamne Ziv€ane stanice,
usmjerene okomito na povrdinu. Sloj Il je neostro ograni¢en, a prema kaudalno se
slojevi stanjuju i stapaju. Prema kaudalno su neuroni ovalnog oblika usmjereni okomito
prema pijalnoj povrsini. Kortikalna je jezgra, kao i cijela povrSinska skupina jezgara,

izravno povezana s njusnim sustavom te sudjeluje u obradi signala tog modaliteta (32).

Jezgra lateralnog njusnog puta nalazi se u rostralnoj trec¢ini amigdala uz
lateralni olfaktorni traak (tractus olfactorius lateralis). U primata ta jezgra ima maniji
volumen nego u glodavaca i drugih sisavaca, gradena je od tri sloja, bas kao i druge
jezgre povrsinske skupine u koju se Cesto svrstava (32,33). Opisana je i moguénost da
je kod Govjeka sastavljena od dvije podjezgre (8). Cini se da je slabo povezana s

drugim jezgrama, a glavna joj je uloga obrada njusnih informacija (34).

Periamigdaloidna mozdana kora nalazi se na medijalnoj povrsini amigdala, a
topografski odgovara semilunarnom girusu. Buduci da je dvojbeno pripada li to

podru€je amigdalama, a graniCi s piriformnim odnosno entorinalnim korteksom,



ponekad se koristi termin kortikoamigdaloidno prijelazno podruéje. Periamigdaloidna
mozdana kora je heterogeno peripaleokortikalno podruéje stoga ne €udi da je opisano
viSe nacina podjele (4,32,34). HistoloSka grada pokazuje sli¢nu slojevitu gradu kao i
ostale kortikomedijalne jezgre: povrdni molekularni i dva sloja Ziv€anih stanica razliCite
gustote. Opisane su Cetiri razliCite regije kod Covjeka (15). Oralni dio (PACo)
najrostralniji je dio te se pojavijuje izmedu temporalnog piriformnog i oralnog
entorinalnog korteksa. Sloj | gotovo da nema stanica, dok slojevi Il i Il oblikuju
“otoci¢e”. PAC1 se pojavljuje izmedu PACo i piriformnog korteksa, a obiljezavaju ga
tanki slojevi | i Il, dok je sloj Il Siri nekoliko puta. Sulkalni dio (PACs) pojavljuje se
izmedu PACo i PAC1, a nalazi se ispod semianularnog sulkusa, pa grani¢i s
pomoénom bazalnom jezgrom i amigdalohipokampalnim podruéjem prema
ventrolateralno. Neuroni ovog podruc¢ja su lepezasto poredani u nejasnom i Sirokom
sloju. PAC3 se lateralno nastavlja na PACs. Periamigdaloidni korteks se opcenito
projicira u lateralnu jezgru, a prima slabe intramigdaloidne projekcije iz pomoéne
bazalne, medijalne i sredi$nje jezgre (4,26,35). Zivéane stanice sloja Il uglavnom
primaju njusne projekcije izravno iz njusSne lukovice (bulbus olfactorius), ali takoder na
njihove apikalne dendrite dolaze i posredne njuSne projekcije iz piriformne mozdane

kore (32,36).

SrediSnja jezgra nalazi se u kaudalnom dijelu amigdala. Glavna je eferentna
jezgra amigdala te pokazuje dosta morfoloSkih sli¢nosti sa striatumom (1). Uobi€ajeno
se histoloski dijeli na medijalni i lateralni dio*. Medijalni dio sadrzi heterogeniju skupinu
malih trnastih Ziv€anih stanica, koji su uglavhom GABA-ergi¢ki (31,37). U lateralnom su
dijelu ziv€ane stanice manje i gusto poredane, sfericnog oblika te morfoloski
homogenije. Buduci da je srediSnja jezgra glavna eferentna struktura, nije neobi¢no da
je kao takva i glavni primatelj intramigdaloidnih veza (38). Prima obilne projekcije iz

bazalne i pomoc¢ne bazalne jezgre (4,16,18,35). Od projekcija iz velikog mozga



specifinije su one iz intersticijske jezgre strije terminalis (NIST - nucleus interstitialis
striae terminalis) i kolinergickih jezgara. Od hipotalamickih podrucja srediSnja se jezgra
obilno projicira u dorzomedijalnu i mamilarnu jezgru hipotalamusa te lateralni
hipotalamus, a u podruéju talamusa u nespecificne jezgre: intralaminarne i jezgre
srediSnje linifje. U podruju mezencefalona srediSnja jezgra se projicira u
peripedunkularnu i kuneiformnu jezgru, a kaudalnije u parabrahijalnu jezgru, kao i
substantia grisea centralis (eng. periaqueductal gray, PAG) mosta i produzene
mozdine (39). Osim toga, ta jezgra Salje projekcije u monoaminergi¢ke jezgre: locus
coeruleus et subcoeruleus, substantia nigra i area tegmentalis ventralis, nuclei raphes

mozdanog debla te u jezgre X. mozdanog zivca (nervus vagus) (26,39,40,41).

Zbog navedenih citoarhitektonskih znacajki u vidu heterogenosti anatomskih
sastavnica do sada je uc€injeno viSe razli€itih podjela amigdala, a one najznacajnije su
prikazane u Tablici 1. Svaka dosadasnja podjela ima svoje prednosti i nedostatke. Iz
nekoliko jednostavnih razloga se Cini da je podjela po Sorvari i suradnicima (15)
najadekvatnija za ovo istrazivanje. Temelji se na Siroko koriStenoj podjeli Crosby i
Humphrey (8), odnosno kasnijoj varijaciji prema Amaral (3) primijenjenoj na mozgu
primata, s razlikom Sto je izdvojen periamigdaoidni korteks i Sto je prilagodena za
mozak Covjeka. Podjela prema De Olmos (40) je CeS¢e koristena u funkcionalnim
studijama na glodavcima, ali nije smatrana odgovaraju¢om za ovo istrazivanje. Sims i
Williams (41) su predlozili podjelu koja je jednostavnija od Crosby i Humphrey (8), dok
je s druge strane ona Brockhausova (6) prekompleksna i nepraktiCha za ovo
istrazivanje. Ding i suradnici (42), te Mai i suradnici (43) predlazu slicne podjele koje
smo uzeli u obzir. Budu¢i da se razlike nalaze ve¢inom u definiranju kortikomedijalne
grupe jezgara i periamigdaloidnog korteksa, Cini se da moguce pogreske nastale zbog
nedovoljno preciznog anatomskog oznacCavanja ne bi trebale znacajnije utjecati na

interpretaciju rezultata.
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Tablica 1. SaZetak prijasnjih nomenklatura razli¢itih autora za pribliznu

citoarhitektonsku podjelu amigdala u odraslome mozgu Covjeka. Daljnje podjele na

podjezgre  nisu navedene. AHA - amygdalohipocampal area)

(eng.
amigdalohipokampalno podrucje, APTA — (eng. amygdalopiriform transition area)
amigdalopiriformno prijelazno podruc¢je, CATA — (eng. corticoamygdaloid transition

area) kortikoamigdaloidno prijelazno podrucje, PAC (0,1,3) — (eng. periamygdaloid

cortex) periamigdaloidni

korteks (oralni,1,3),

PEA - ( eng. piriform-entorhinal-

amygdaloid area) piriformno-entorinalno-amigdaloidno podrucje.

Brockhaus Hcl:Jrrszr)\)r/ely V\i:lrlT;sn:s De Olmos Sorvari i Mai i sur. (43) Ding i sur.
6 42 sur. (15 ' 42
(6) @ @) (42) (15) (42)
Amygdaleum
Lateralna Lateralna Lateralna Lateralna . Lateralna
profundum ara e ara e ara oara Lateralna jezgra o ara
laterale Jezg Jezg Jezg Jezg Jezg
A;:g?udnﬂﬁl:nm Bazalna Bazalna | Bazolateralna Bazalna Bazolateralna Bazolateralna
intermedium jezgra jezgra jezgra jezgra jezgra jezgra
Amvadaleum Bazolateralna
rc{?un dum Bazalna Bazalna | Bazolateralna | Paralaminar jezgra, Paralaminar-
P jezgra jezgra jezgra -na jezgra ventromedijalni na jezgra
ventrale .
dio
Amygdaleum Pomocna Pomocna Bazomedijal- Pomocna Bazomedijalna | Bazomedijal-
profundum bazalna bazalna , bazalna . .
. : . na jezgra . jezgra na jezgra
mediale jezgra jezgra jezgra
Prednja
Area . . Prednja Prednja . kgrhkalna
perisupra- Medijalna Medijalna . . Prednja jezgra/
. . kortikalna kortikalna . X "
amygdalo- jezgra jezgra . . kortikalna jezgra medijalna
) jezgra jezgra .
idea jezgra
(rostralna)
Area , . o
perisupra- Medijalna Medijalna Medijalna Medijalna Medualn:i ezgra M.e diaina
amygdalo jezgra jezgra jezgra jezgra *+ medjalino lezgra
Y9 lezg lezg 1oz 1ez9 podruge PAC |  (kaudalna)
idea
.Area Kortikalna K.O rtkalna Kortikalna Post(.erlorna Kortikalna jezgra Postgrlorna
periamygdalo ozara jezgral ozara kortikalna + kortikalni PAC kortikalna
-idea 1629 AHA 1629 jezgra jezgra
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AHA/

Amygdaleum Kortikalna Kortikalna AHA/(PaudaI Prednje podrycp Posteriorna
superficiale jezgra jezgra cortical AHA *+ anteromedijain kortikalna
P 129 129 nucleus PAC i
jezgra
Area
periamygdaloi Kortikalna Kortikalna ventralna Kortikalna jezgra
dea oralis X i kortikalna PAC3 . J g PEA
, jezgra jezgra , + kortikalni PAC
ventralis + jezgra
intermedium
eriapr‘r:eadaloi Kortikalna Kortikalna Kortikalna jezgra
P . (Zrilis jezgral | jezgral APTA PACs | mkaln‘i PiC CATA
. CATA CATA
ventralis
Claustocortex Kortikalna iglrft(;rlzr;l
peryamygda- . ) APTA PAC1 APTA PEA
. jezgra Kortikalna
loideus .
jezgra
Claustocortex CATA/ Piriformni
peryamygda- Piriformni APTA PACo APTA PEA
i korteks
loideus korteks
Claustrum Prednje Prednje Prednje Predne pOdr.l.JCJe. Prednje
preamygdale- odrucje odrucje / odrucje *+ anteromedijaini odrucje
um p ) p ] p ] PAC p |
Amigdoklaustral-
no prijelazno
Claustrum Interkalirane | Interkalira Interkalirane | Interkalirane .pod.ruqe/. , Interkalirane
preamygdale- jezgre ne jezgre jezgre jezgre periamigdaloidni jezgre
um 129 1ezg ez ez klaustrum/ 1ezg
endopiriformna
jezgra
Griseum
supra- Sredidnja Sredidnja Sredidnja Sredidnja o Sredidnja
. . . . . Sredisnja jezgra .
amygdaloide- jezgra jezgra jezgra jezgra jezgra
um

1.1.2. Aferentnei eferentne veze amigdala

Amigdala je reciprotno povezana s mnogobrojnim kortikalnim i subkortikalnim

strukturama mozga, a veze formiraju:

amigdaloseptalna vliakna,
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e amigdalotalamicka vlakna,

¢ amigdalohipotalamicka vlakna,
e stria terminalis,

e stria olfactoria lateralis i

e commisura anterior.

Amigdaloseptalna i amigdalohipotalami¢ka vlakna formiraju ventralni
amigdalofugalni put i pripajaju se ansa peduncularis (zajedno sa amigdalotalamickim
vlaknima i ansa lenticularis), dok dorzalna amigdalofugalna vlakna predstavljaju stria
terminalis. Ventralni amigdalofugalni put i stria terminalis predstavljaju glavne aferentne

i eferentne veze amigdala.

Subkortikalne veze amigdala

Amigdala su povezana s brojnim subkortikalnim strukturama putem kojih dolaze
informacije iz okoline i organizma. Integracijom tako dobivenih informacija sudjeluju u

posredovanju eferentnih motorickih i visceralnih odgovora organizma (Slike 2 i 3).

U primata je bulbus olfactorius bilateralno povezan s povrSinskim jezgrama
amigdala, Sto ukljuCuje prednju kortikalnu jezgru, jezgru lateralnog njusnog tracka i
periamigdaloidni korteks (38,44). Piriformna mozdana kora projicira se u ista podrucja

kao i njusna lukovica (3,45).

Striatum se ne projicira u amigdala, dok amigdala Salje znacajnu projekciju u n.
caudatus, putamen i n. accumbens septi. Pri tome vecinu topografskih projekcija Salju

bazalna i pomoéna bazalna jezgra amigdala (46-48).

Kolinergicke jezgre bazalnog telencefalona, prvenstveno Meynertova jezgra,
daju obilne projekcije u amigdala (49,50), poglavito u magnocelulularni dio bazalne

jezgre (21,51). Brojne jezgre amigdala se projiciraju u bazalni telencefalon, a uglavnom
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se radi o pomoc¢noj bazalnoj, bazalnoj i sredidnjoj jezgri. Vecinu projekcija dobivaju
vodoravni dio jezgre dijagonalnog tracka (Ch2, nucleus diagonalis horizontalis) i

bazalna Meynertova jezgra (27,52,46,53).

Projekcije u talamus dolaze putem donjeg talami¢kog pedunkula, a polaze od
praktiCki svih jezgara amigdala i nisu topografski odijeljene. Najistaknutije su one iz
parvocelularnog dijela bazalne jezgre koje zavrSavaju u magnocelularnom dijelu
mediodorzalne jezgre talamusa (54,55), a potom daljnje projekcije zavrSavaju u istim
regijama prefrontalnog korteksa kao i izravne projekcije iz amigdala (56). Druge
projekcije koje je potrebno spomenuti su one iz sredi$nje i medijalne jezgre amigdala u
jezgre srediSnje sive tvari talamusa i pulvinar (26,54). Nespecifiéne jezgre talamusa,
intralaminarne i one sredisSnje sive tvari, 3alju projekcije u magnocelularni dio bazalne
jezgre, medijalnu i srediSnju jezgru (49,57). Lateralno koljenasto tijelo (corpus
geniculatum laterale) Salje projekcije u lateralnu jezgru amigdala (3,57), dok su
projekcije iz medijalnog koljenstog tijela izrazenije kod nizih vrsta. Projekcije 3alje i

medijalna jezgra pulvinara (58,59).

Amigdala su povezana s hipotalamusom putem strije terminalis i ventralnog
amigdalofugalnog puta $to im omogucava posredni utjecaj na autonomni ziv€ani i
endokrini sustav odnosno upravljanje visceralnim komponentama pona$anja.
Opseznije projekcije polaze iz kaudalnih dijelova hipotalamusa, a najistaknutije su iz
ventromedijalne hipotalamiCke jezgre u srediSnju i medijalnu jezgru amigdala (60,61).
Vazno je spomenulti i cijelo lateralno hipotalami¢ko podrucje koje je takoder povezano s
amigdalama (49,57,60,62). Zabiljezene su i projekcije primarno iz centromedijalne
grupe jezgara amigdala u posteriornu, dorzomedijalnu i premamilarnu jezgru

hipotalamusa (4,26,48,63).

Amigdala su povezana i sa strukturama mozdanog debla, a kao njihova

najznacajnija eferentna struktura se pritom izdvaja srediSnja jezgra. Veze s
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monoaminergiCkim jezgrama moZzdanog debla impliciraju medusobni utjecaj
neuromodulatornih sustava i amigdala. Zabiliezene su veze s dopaminergi¢kim
jezgrama iz pars compacta substantiae nigrae te area tegmentalis ventralis koje se
projiciraju u bazolateralnu skupinu i srediSnju jezgru (57,64,65,66), dok projekcije u
navedena podruja polaze iz srediSnje jezgre (26). Projekcije polaze i prema
serotoninskim raphe jezgrama, ali su znacajnije suprotne projekcije koje inerviraju
vecinu jezgara amigdala, a najviSe centralnu, interkalirane i paralaminarnu jezgru
(22,66,67). Jednako tako su difuzne i projekcije koje dolaze iz noradrenergickih jezgra
locus coeruleus i subcoeruleus, iako se srediSnja i bazolateralna skupina jezgara mogu
izdvojiti kao ciljevi tih projekcija (26,57,68). U podru¢ju mezencefalona i ponsa vazne
su i veze s formatio reticularis (4,26,69) i PAG (69), te nuclei parabrachialis (57) preko
kojih amigdala utje¢u na autonomne reakcije organizma. Osobito su vazne i visceralne
informacije koje amigdala dobivaju iz nuclei parabrachialis (70). Utjecaj na obrasce
motori¢kih komponenti ponasanja i ekstrapiramidni sustav se veZe uz projekcije koje
zavrSavaju u mezencefaliCkoj motori¢koj regiji: peripedunkularnoj i kuneiformnoj jezgri
(26). Amigdala uglavnom preko srediSnje jezgre ostvaruje znaCajne veze i s
kaudalnijim strukturama: medulla oblongata i medulla spinalis (71). Osim spomenutih
projekcija u retikularnu formaciju i PAG, projekcije koje zavrSavaju u jezgrama
mozdanih Zivaca: nucleus ambiguus i posebno u nucleus dorsalis nervi vagi i hucleus
tractus solitarii (26,72,73), omogucuju amigdalama kontrolu viSe u obliku organizacije ili

orkestriranja eferentnog visceralnog odgovora.
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Slika 2. Shematski prikaz aferentnih subkortikalnih veza amigdala. Preuzeto i prilagodeno iz
Niuwenhuys i sur (74). 1 - stria terminalis; 2 - NIST; 3 — srediSnje jezgre talamusa;
parafascikularna jezgra; 5 — medijalno genikulatno tijelo; 6 — peripedunkularna jezgra; 7 —
lateralno hipotalami¢ko podrucje; 8 — ventromedijalna hipotalami¢ka jezgra; 9 — substantia
innominata; 10 — ventralna amigdalofugalna vlakna; 11 — jezgra dijagonalnog tracka; 12 —
bulbus olfactorius; 13 — stria olfactoria lateralis; 14 — perpiriformni korteks; 15 — medijalna i
kortikalna jezgra amigdala; 16 — sredidnja jezgra amigdala; 17 — bazalna i lateralna jezgra
amigdala; 18 — entorinalni korteks; 19 — substantia nigra pars compacta; 20 — ventralno
tegmentalno podrudje; 21 — srediSnja siva tvar mezencefalona; 22 — n. raphe dorsalis; 23 —

locus coeruleus; 24 — n. parabrachialis; 25 — n. solitarius.
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Slika 3. Eferentne subkortikalne veze amigdala. Preuzeto i prilagodeno iz NiuWenhuys i sur
(74). 1 - stria terminalis; 2 — MD jezgra talamusa; 3 — NIST; 4 — striatum; 5 —prednja komisura; 6
— paraventrikularna jezgra; 7 — anteriorna jezgra hipotalamusa; 8 — lateralno hipotalamicko
podrudje; 9 — ventromedijalna jezgra hipotalamusa; 10 — preoptic¢ka jezgra; 11 — preopticke
jezgre i jezgra dijagonalnog tracka, dorzalni dio; 12 — n. accumbens; 13 — tuberculum
olfactorium; 14 — jezgra dijagonalnog tracka, ventralni dio; 15 — substantia innominata; 16 —
srediSnja jezgra amigdala; 17 — medijalna i kortikalna jezgra amigdala; 18 — bazalna i lateralna
jezgra amigdala; 19 — periamigdaloidni korteks; 20 — subikulum; 21 — entorinalni korteks; 22 —
substantia nigra pars compacta; 23 — ventralno tegmentalno podrucje; 24 — peripedunkularna
jezgra; 25 — srediS$nja siva tvar mezencefalona; 26 - n. raphe dorsalis; 27 — kuneiformna jezgra;
28 — centralna superiorna jezgra; 29 -n. subcoeruleus; 30 — locus coeruleus; 31 - n.
parabrachialis; 32 — retikularna formacija; 33 — n. raphe magnus; 34 — n. raphe pallidus; 35 — n.

raphe obscurus; 36 — n. dorsalis nervi vagi; 37 — n. solitarius; 38 — amigdalospinalna vlakna.
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Kortikalne veze amigdala

Amigdala je zna€ajno povezana sa subkortikalnim strukturama preko kojih je
uklju¢ena u vazne aspekte podsvjesnog djelovanja, prije svega sa strukturama njusnog

sustava te hipokampalne formacije (Slike 4 i 5).

Amigdala je povezana s njusnim sustavom, iako ta veza nije tako izrazena
kao u drugih primata. Naime, kod ¢ovjeka su drugi modaliteti osjeta, a ne njusni, dobili
na vecoj funkcionalnoj vaznosti tijekom evolucije emocionalnog doZivljavanja. Bulbus
olfactorius Salje izravne projekcije prema prednjoj kortikalnoj jezgri, jezgri lateralnog
njusnog tracka i periamigdaloidnom korteksu (38). U suprotnom smjeru jezgre
lateralnog njusnog tracka i periamigdaloidna mozdana kora $alju projekcije u njusnu
lukovicu (3). Piriformna se mozdana kora projicira u ista podrucja kao i njusna lukovica
(3), ali je razlika u tome 3to ve¢ djelomi¢no obradene informacije o mirisima $to dolaze
iz primarne njuSne mozdane Kkore stvaraju sinapse u dubljim slojevima
periamigdaloidnog korteksa i prednje kortikalne jezgre amigdala, vjerojatno blize
tijelima ziv€anih stanica Il i 11l sloja, dok manje obradene informacije iz njusne lukovice

to €ine u molekularnom sloju (32).

Amigdaloidni skup jezgara povezan je sa svim dijelovima hipokampalne
formacije (fascia dentata; cornu ammonis i subiculum) kao i entorinalnom mozdanom
korom (75,76). Amigdala na dva nacina utjeCu na hipokampalnu formaciju: preko
neposrednih veza s hipokampusom te posredno preko entorinalne mozdane kore.
Projekcije iz bazalne jezgre nalazimo cijelom rostrokaudalnom duzinom CA1, CA2 i
CA3 polja (cornu ammonis) u sloju stratum lacunosum moleculare (77,78,79).
Hipokampoamigdaloidne projekcije su slabije nego amigdalohipokampalne i uglavnom
polaze iz rostralnijih dijelova hipokampusa. Ishodidte su im piramidne stanice polja
CAl, a one se projiciraju najviSe u pomoc¢nu bazalnu, ali i bazalnu, paralaminarnu i

kortikalnu jezgru (76,77,79). Molekularni i piramidalni sloj subikuluma povezan je
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obilnim recipronim vezama s parvocelularnim dijelom bazalne jezgre (77,79).
Medusobna povezanost amigdala i entorinalne mozdane kore drugi je nacin kako
amigdala utjeCe na djelovanje hipokampalne formacije buduci da entorinalna mozdana
kora inervira nazubljenu vijugu (gyrus dentatus) putem preforantnog puta. Projekcije
uglavhom polaze iz lateralne jezgre, no i druge jezgre Salju svoja vlakna prema
povrSinskim slojevima (Il i Ill) entorinalne mozdane kore, dok u dubokim slojevima

zavrSavaju aksoni piramidnih neurona subikuluma (77-81).

Entorinalna mozdana kora inervira amigdala vlaknima koji polaze iz njezinih
povrdinskih slojeva (19,77,82). Peririnalni korteks (Brodmann-ova polja 35 i 36)
projicira se u lateralnu i pomo¢nu bazalnu jezgru, parvocelularni dio bazalne jezgre te

lateralnu sredisSnju jezgru (83).

Amigdala primaju projekcije iz kortikalnih polja éeonog, tiemenog i sliepoocnog
reznja te inzularnog i cingularnog korteksa (27), a jednako tako Salju svoje projekcije u

mnogobrojna podru¢ja mozdane kore (84).

Opcenito su projekcije iz zrnatog dijela prefrontalne mozdane kore (eng.
prefrontal cortex, PFC) u amigdala ustrojene rostrokaudalno na nacin da se rostralnija
podru¢ja PFC-a slabo projiciraju u lateralnu, bazalnu i pomoc¢nu bazalnu jezgru, dok se
obilnije projekcije iz kaudalnih dijelova difuznije projiciraju (19,85,86). Projekcije dolaze
uglavhom iz orbitalnog i medijalnog dijela PFC-a (19,27,49,85,86,87,88). Poblize
gledano, rostralni dijelovi orbitofrontalnog korteksa (eng. orbitofrontal cortex, OFC)
Salju slabe projekcije uglavnom u magnocelularni dio bazalne jezgre (19,27,86,87), a
kaudalni u jezgru lateralnog njusnog traCka, prednje amigdaloidno podrucje i
interkalirane jezgre. Medijalni PFC projicira se u amigdalohipokampalno podrudje
(19,27,49,86,87). Vecina projekcija PFC-a polazi iz povrSinskih piramidnih slojeva, ali

projekcije iz OFC-a potjeCu od projekcijskih piramidnih neurona sloja V (49,85).
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Amigdala 3alju projekcije u velik dio granularne mozdane kore &eonog reznja, a
te su projekcije obilnije i ukljuuju veéi broj jezgara nego one povratne (89,90).
Orbitalna (Brodmann-ova polja 11 i 13, kao i dijelovi polja 10, 12, 14 i 24) te medijalna
mozdana kora PFC-a (Brodmannova polja 12 i 25) su mjesta glavnih projekcija, dok
slabije projekcije idu u dorzolateralni PFC (84,86,87,90,91) i premotoricki korteks (92).
Veéina projekcija prema orbitofrontalnom i medijalnom PFC-u potje¢e iz bazalne
jezgre, a zavrSavaju izmedu slojeva | i ll, odnosno V i VI (90-93). Bazalna jezgra Salje

vrlo slabe projekcije u povrSinske slojeve dorzolateralnog PFC-a (84,86,90).

Gotovo sve jezgre amigdala i mozdana kora inzule su opsezno medusobno
povezani, §to i ne cudi, uzimaju¢i u obzir njihovu blisku povezanost u obradi
emocionalnih i motivacijskih stanja, odnosno klju¢nu ulogu inzularnog korteksa u
interocepciji. Najgusce i najsnaznije projekcije iz inzule polaze iz IlI. | lll. Sloja prednjih
dijelova agranularne anteriorne inzule, a zavrdavaju u intermedijalnom dijelu lateralne
jezgre, parvocelularnom dijelu bazalne jezgre te sredidnjoj jezgri (19,27,49,85,94,95).
Projekcije iz disgranularne, kaudalne granularne inzule su slabije i zavrSavaju u
lateralnoj i srediSnjoj jezgri amigdala (19,27,49,85,94,95). Veéina eferentnih projekcija
amigdala polazi uglavnhom od lateralne, bazalne i pomoéne bazalne jezgre
(84,87,94,95), koje su takoder reciprotno povezane s periinzularnom mozdanom

korom i korom frontoparijetalnog operkuluma (37,84).

Amigdala Salje obilne projekcije u povrSinske (I. i Il.) slojeve cingularne
mozdane kore (Brodmann-ova polja 24 i 25), dok projekcije u arne kore nisu opisane.
Projekcije uglavnom polaze iz bazalne jezgre (56,84,96). Povratne projekcije polaze iz
istih polja i zavrSavaju uglavnhom u magnocelularnom dijelu bazalne jezgre
(19,27,37,85,97). Nisu opisane projekcije iz kaudalnih podruc€ja cinguluma u amigdala

(19,27,37,85,97).
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Nema dokaza o izravnim projekcijama u amigdala iz primarnih
somatosenzorickih polja (Brodmann-ova polja 3a, 3b, 1 i 2) (19,44,49,85). S druge
strane, slaba projekcija iz bazalne i pomoc¢ne bazalne jezgre zavrSava u Brodmann-
ovom polju 7 (84). Heteromodalna polja 5 i 7 prenose interoceptivne informacije u
srediSnju i bazolateralnu skupinu jezgara amigdala samo posredno, putem ranije

opisanih projekcija iz kore inzule (98,99).

Amigdala su povezana s unimodalnim, a osobito opsezno s heteromodalnim
kortikalnim poljima sljepooénog reznja mozga. Upotrebljena terminologija kortikalnih

polja majmuna (vrste Macaca mulatta) je temeljena na ranijoj podijeli (100).

Od heteromodalnog donjeg dijela sljepoocne mozdane kore, koji je ukljucen u
vidni put za prepoznavanje objekata, polaze snazne projekcije prema lateralnoj jezgri
amigdala, a dijelom i prema bazalnoj te pomo¢noj bazalnoj jezgri (19,27,44,49,86,101-

106).

Polisenzori¢ko podrucje gornje sliepoo¢ne vijuge i dorzalni dio mozdane kore u
gornjoj sljepoo&noj brazdi, koji integrira dinamicke vidne i sluSne informacije, projiciraju

se u lateralnu i bazalnu jezgru (19,27,37,44,49,85,86,101).

Rostralni dijelovi heteromodalne slusne mozdane kore (kod majmuna su to TAI i
TAr) projiciraju se u lateralnu jezgru. Iz primarnog slusnog polja nema izravnih
projekcija, a ulogu detektora opasnosti preuzimaju projekcije iz medijalnog koljenastog

tijela u lateralni dio sredisSnje jezgre (107,108).

Od ostalih podrudja sliepoonog reznja vazno je napomenuti da i podrucja
peririnalne i parahipokampalne mozdane kore Salju slabe projekcije u amigdala

(83,103).
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Magnocelularno i intermedijarno podrucje bazalne jezgre 3Salju projekcije u
temporalno TE podrucje (84,106,109), kao i slabe projekcije u inferotemporalno TEO

podrucje (84,102,106,109).

Jezgre bazolateralne skupine se projiciraju u prednje slusno podrucje TA (108),
pri ¢emu magnocelularni i intermedijarni dio bazalne jezgre Salju projekcije u
kaudalnija, primarna slusna podrucja (84,110,111). Projekcije u peririnalnu mozdanu
koru polaze uglavhom iz lateralne, bazalne, pomoéne bazalne jezgre te
periamigdaloidne mozdane kore (83,84,102,112). Vlakna magnocelularnog dijela
bazalne jezgre zavrSavaju u prednjim dijelovima parahipokampalne mozdane kore

(83,84).

Za sada ne postoji dokaz o izravnim projekcijama u amigdala iz zatiljnog
reznja mozga (44,49,102). Bazalna jezgra inervira mozdanu koru zatilijnog reznja,
to€nije, magnocelularni dio 3alje vlakna u primarna vidna polja V1, V2, V3, V4 i srednje
sljepooéno podrucje V5, dok se parvocelularni dio projicira u rostralna heteromodalna
polja ventralnog vidnog puta koji se nalazi u sljepoo¢nom reznju mozga(84,113-116).
Projekcije u vidna polja mozdane kore uglavnhom zavrSavaju u slojevima I/l i V/VI (84),

Sto omoguéava amigdalama modulacijsku ulogu u obradi vidnih informacija (118).
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Slika 4. Shematski prikaz aferentnih kortikalnin veze amigdala. Preuzeto iz

Niuwenhuys i sur (74).

Slika 5. Shematski prikaz eferentnih kortikalnih veza amigdala. Preuzeto iz
Niuwenhuys i sur (74).
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1.2. Razvoj mozga u €ovjeka

Rast i razvoj ljudskog Ziv€anog sustava, a samim time i mozga, zapocCinje u
treCem tjednu nakon zaceca i traje do kraja treceg desetlje¢a zivota (119,120,121),
stoga nije neobi¢no da mozak tijekom razvitka prolazi zna€ajnu morfoloSku i
funkcionalnu reorganizaciju (preobrazbu). Osobito tijekom prenatalnog i ranog
postnatalnog razvoja, pojavljuju se prolazne anatomske strukture koje su posljedica
histogenetskih procesa proliferacije, migracije i diferencijacije morfoloskog fenotipa
ziv€anih stanica, ali i onog kemijskog, pra¢enog razvojem sinapsi. Vazno je
napomenuti da navedene prolazne strukture odrazavaju temeljne promjene i strukture i
funkcije, dakle obiljezje razvoja koji u svojoj prirodi nije jednosmjeran nego ukljucuije i,
primjerice, procese apoptoze, retrakcije aksona i smanjivanja broja sinapsi. Takve
procese nazivamo procesima razvojne reorganizacije, a osim Ziv€anih stanica ukljucuju

i makrogliju.

Razdoblja razvoja s obzirom na porod mozZemo podijeliti na prenatalni i
postnatalni period. Prenatalni period potom mozemo podijeliti u embrionalno i fetalno
razdoblje. Embrionalno pocinje zacecem i traje do 8. tjedna nakon zaceca (TNZ), kada
pocinje fetalno razdoblje koje se proteZze do rodenja. Nadalje, na temelju morfologije
embrija, embrionalni razvoj mozemo podijeliti u 23 Carnegie stadija (122,123). Svaki
stadij traje 2 do 3 dana i najces¢e je definiran pojavom odredene anatomske strukture.
Zbog nedostatka ¢vrsto utvrdenih morfoloSkih pokazatelja razvoja, za fetalno razdoblje
ovakav sustav nije ustanovljen. U ovoj disertaciji fetalno razdoblje podijelili smo na pet
perioda koristeéi podjelu predloZzenu od strane Kostovica i suradnika (119,124,125),
unato€ tome $to se ta podjela nije posebno odnosila na amigdala; rana fetalna faza (9.
— 12. TNZ), srednja fetalna faza (13. — 24. TNZ), kasna fetalna faza (25. — 34. TNZ),

perinatalna faza (35. — 38. TNZ).
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1.2.1. Embrionalni razvoj zivéanog sustava u €ovjeka

Kod embrija €ovjeka i drugih kraljeZnjaka procesom gastrulacije se razviju tri
zametna listica od kojih je vanjski sloj stanica, ektoderm, osnova razvoja ziv€anog
sustava. Diferenciranjem i  proliferacijom  ektoderma u  diferenciranije
neuroektodermalno tkivo i njegovim posljedicnim zadebljanjem razvija se neuralna
plo€a, 23. dan nakon oplodnje (Carnegie stadij 8). Neuralna plo¢a se proteze
obostrano paramedijano u odnosu na ranije uspostavljenu kraniokaudalnu os embrija.
Procesom primarne neurulacije plo€a se nabiranjem savije u neuralni Zlijeb, koji se
potom na kraju spoji oblikujuci neuralnu cijev, pri Cemu se odvoje stanice rubnih nabora
neuralnog Zlijeba, nazvane stanicama neuralnog grebena (126,127). 1z neuroepitelnih
mati¢nih stanica neuralne cijevi razvit ¢e se sve stanice srediSnjeg Ziv€anog sustava
(SZS-a), a od stanica neuralnog grebena veéina stanica perifernog Zivéanog sustava
(126,127). Daljnjim rastom rostralni dio neuralne cijevi oblikuje tri mjehuri¢a:
prosencephalon, mesencephalon i rhombencephalon (Carnegie stadij 9) koji ¢ine
razvojne osnove za strukture velikog mozga, medumozga te mozdanog debla i maloga
mozga. Od kaudalnoga dijela neuralne cijevi razvija se kraljeznicka mozdina. Slijedi
zatvaranje rostralnog (Carnegie stadij 11), a zatim i kaudalnog neuralnog otvora

(Carnegie stadij 12), kojeg slijedi proces sekundarne neurulacije.

Embrionalni razvoj velikog mozga u €ovjeka

Daljnim povecanjem prosencephalona oblikuju se dva mjehuri¢a; mjehuri¢
buduceg krajnjeg mozga, telencephalon, i kaudalniji mjehuri¢ budu¢ega medumozga,
diencephalon. Telencephalon u 5. TNZ ¢ine dva postrani€na mjehuri¢ca povezana
neparnim sredisnjiim dijelom, telencephalon impar, koji €ini buduéu prednju stijenku
treCe mozdane komore (lamina terminalis). VecCinu stijenke mozdanih polutki Cini tanki

pallium koji svojim rastom kao plast pocinje prekrivati medumozak i mozdano deblo, a
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bazalno se nalazi subpallium, dio telencefalona koji zadeblja (Carnegie stadij 14).
Pallium krajem 5. TNZ mozemo podijeliti na njegov medijalni dio, archipallium, zatim

veliki dorzalni neopallium te lateralni i ventralni paleopallium (Carnegie stadij 16).

Stijenku telencefalona u pocetku izgraduju neuroepitelne stanice oblikujuéi
pseudostratificirani sloj (128) koji se naziva ventrikularna zona (VZ). Neuroepitelne
stanice su izduljene i bipolarne morfologije tako da ostvaruju kontakt i s pijalnom i
ventrikularnom povrSinom. Prvotno se ti prekursori, progenitorne stanice s odlikama
mati¢nih stanica, dijele simetri¢nim diobama i na taj nac¢in povec¢avaju brojnost, a time i
povrdinu i debljinu ventrikularne zone (129). Prekursorske stanice se s vremenom
transformiraju i produciraju stanice radijalne glije koje zadrzavaju sliéna obiljezja te
predstavljaju klju€ne stanice u razvoju mozdane kore (130). Tijela stanica radijalne glije
nalaze se takoder u VZ, a izduzena morfologija im omogucava kljuénu ulogu u
radijalnoj migraciji po kojoj ¢e se uspinjati novonastali neuroni. Otprilike 33. dan nakon
zacCeca, najprije u lateralnom telencefalickom zidu (131), zapocinje asimetricna dioba
radijalne glije (130) iz koje nastaje jedna nova progenitorna stanica i jedna
postmitoticka stanica (132). PostmitotiCka stanica je diferenciranija i moze daljnjim
sazrijevanjem postati neuron ili glija stanica te njezin nastanak oznaCava pocetak
procesa neurogeneze. Novonastali se neuroni potom uspinju apikalnim nastavkom

radijalne glija stanice do svojeg kona¢nog polozaja u mozdanoj kori.

Rano u ventrolateralnom telencefalickom zidu, 31. dan nakon oplodnje mogu se,
samo kod Covjeka (131), pronaéi tangencijalno usmjerene bipolarne stanice u prostoru
izmedu VZ i pijalne povrSine. Te stanice tangencijalnom migracijom dolaze iz
subpaliuma prije dolaska drugih stanica mozga (131), ali i prije poCetka neurogeneze, a
nazivaju se prastanicama (eng. predecessor cells). Daljnjim umnazanjem stanica VZ
zadeblja, medutim, ispod pijalne povrSine nalazi se heterogena skupina stanica koje

migriraju iz ekstrakortikalnih regija i lokalne VZ, a koje uz pripadajuci neuropil (128)
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Cine tzv. pred-plo¢u (PPL, eng. preplate layer). U PPL se stanice, njhovo ustrojstvo i
ostvarene veze neprestano mijenjaju, a oko 40. dana nakon oplodnje mogu se pronaci
Cajal-Retzius-ove stanice, heterogena populacija stanica koja Iuci reelin, glikoprotein
koji regulira proces neuronske migracije. Cajal-Retziusove stanice su dijelom plod
lokalne VZ (131,133), a dijelom tangencijalno migriraju iz ekstrakortikalnih izvora (134).
Osim navedenih, u PPL su pronadene i ziv€ane stanice pozitivne na MAP 2, kao i na
biliege interneurona kao $to su kalbindin, kalretinin i GABA (133, 135). Prije dolaska
prvih neurona koji ¢e sada oblikovati kortikalnu plo¢u, 50. dan nakon oplodnje pristizu
GAD pozitivni interneuroni iz bazalnog telencefalona (136). Vazno je napomenuti da
mreza stanica koji sacinjavaju PPL medusobno ostvaruje i sinapticke kontakte koji
odgovaraju modelima spontanih aktivnosti u neuronskim krugovima, te prema tome
oblikuju ranu kortikalnu aktivnost koja ne ovisi 0 osjetnim podrazajima, moduliranu
monoaminergi¢kim i kolinergiCkim aferentnim vlaknima (137-139). Neposredno prije
oblikovanja kortikalne ploCe, Cajal-Retziusove stanice premjestaju se subpijalno u
budu¢u marginalnu zonu (131,133). Pri tome ih reelin odvaja od heterogene skupine
ostalih reelin-negativnih stanica, koje nakon pojave kortikalne ploce ostaju ispod nje i
postaju dio presubplate zone (133). Potrebno je nadodati da neke populacije stanica
kéeri radijalne glije postaju intermedijarne progenitrone stanice ili stanice vanjske
radijalne glije koje zadrzavaju progenitornu sposobnost te oblikuju tijekom 7. TNZ jos
jednu proliferativnu zonu, subventrikularnu (SVZ) (128), u kojoj se uglavnom radaju

Ziv€ane stanice buducih gornjih kortikalnih slojeva (140,141).

Fetalni razvoj velikog mozga u éovjeka
Migrirajuéi nezreli neuroni se grupiraju oblikuju¢i kortikalnu plo¢u (CP, eng.
cortical plate) te podijele PPL u marginalnu (MZ) i presubplate zonu (PSP). Kortikalna
se ploCa pojavljuje u 8. TNZ, a prema hipotezi radijalne jedinice (129,142) nezreli
neuroni migriraju od proliferativne jedinice uzduz radijalne glije prema pijalnoj povrsini,
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medusobno okomito poredani u embrionalne ili ontogenetske kolumne, tako nazvane s
obzirom da su svi neuroni iste proliferativne jedinice klon progenitorne stanice majke
(142). Konacdan polozaj neurona odreden je vremenom njegova nastanka, jer se
neuroni smjestaju po nacelu iznutra prema van, $to znaéi da mladi neuroni moraju
migrirati kroz sloj starijih, ranije prispjelih neurona kako bi se u konaénici smjestili iznad

njih (119,143).

Osnovu buduéeg neokorteksa Cine tri sloja: marginalna zona (MZ), kortikalna
ploéa (CP) i presubplate (PSP) (119). Ispod neokoritikalne osnove nalazi se
intermedijarna zona (1Z) bogata vlaknima i migratornim stanicama, a pod njom se
nalaze proliferativhe zone: subventrikularna (SVZ) i ventrikularna (VZ). Tijekom razvoja
se u IZ nalaze aferentna vlakna koja dolaze iz monoaminergickih jezgara mozdanog
debla, kolinergi¢kih jezgri bazalnog telencefalona (144), zatim talamokortikalna vlakna
te eferentni aksoni neurona CP i SP (119). Nedugo nakon oblikovanja navedenih
slojeva ve¢ je moguce zabiljeZiti znaCajne regionalne razlike u palliumu, tako da je
paleokortikalna plo¢a tanja od neokortikalne, s kompaktnim slojem stanica (145). S
druge strane, vazna znacCajka arhikorteksa ovoga razdoblja jest zakrivljen oblik i

znacajno zadebljanje MZ, dok subpalium nema razvijenu CP (119).

Tijekom ranog fetalnog razdoblja (8. — 13. TNZ) dolazi do znacajne proliferacije u
VZ i SVZ, te posljedi€no masivne migracije neurona radijalno kroz 1Z. U navedenom
razdoblju mogu se i pronaci sinapse, ali su one sada raspodijeljene iznad i ispod CP,
dakle u MZ i u PSP sloju (119,138,146). U razdoblju izmedu 12. i 14. TNZ neuroni
dubokog sloja CP postaju rahlo organizirani te se sloj pretvara u sinapsama bogatu

subplate (SP) zonu (147,148).

Tijekom srednjeg fetalng razdoblja (14. — 24. TNZ) mozemo jasno vidjeti slojevitu
organizaciju stijenke fetalnog telencefalona u kojoj su najznacajniji dogadaji daljnja

proliferacija i masivna radijalna migracija neurona, te rast aksona (119). SP zona je u

28



ovom razdoblju cetiri puta deblia od CP te bogata hidrofilnim izvanstani¢nim
matriksom, Sto olakSava njeno uoCavanje i pracenje uporabom magnetske rezonancije
(149,150). Ona se sastoji od migratornih i postmigratornin neurona, glija stanica i
aksona koji urastaju ili izrastaju iz kortikalne osnove. Buduéi da u SP pristizu aferentni
aksoni koji tek trebaju oblikovati trajne sinapticke kontakte s neuronima buduce
mozdane kore, u ovoj fazi razvoja SP predstavlja &ekaonicu prvenstveno za
talamokortikalna, ali i za komisurna i asocijativna vlakna (119,151). SP je glavno
mjesto kortikalne sinaptogeneze, koja se dogada prvenstveno na dendritima
postmigratornih neurona (152). U odnosu na neokortikalnu osnovu, arhikortikalna,
hipokampalna CP je tanja, dok je MZ deblja, a mogu se zamijetiti i prijelazne odlike
kod cingularnog i entorinalnog korteksa. Treba napomenuti da se hipokampus i

entorinalna mozdana kora razvijaju brze nego neokortikalna podrudja (144).

Prvi dio kasnog fetalnog razdoblja (25. — 32. TNZ ) obiljezen je zapoc€injanjem
raslojavanja CP kao posljedice urastanja talamokortikalnih vlakana izmedu 24. i 26.
TNZ. S druge strane, u ovom razoblju smanjuje se proliferacija i migracija stanica sto
dovodi do smanjenja VZ i SVZ, iako se glija stanice i dalje obilno stvaraju. Klju¢an
dogadaj predstavlja urastanje talamokortikalnih vlakana u sloj duboke dvije treéine
kortikalne ploCe osjetnih i asocijacijativnih kortikalnih polja te uspostavljanje akso-
dendritickih sinapsi na neuronima sloja IV (153,154). Urastanje talamokortikalnih
vlakana u CP omogucéava utjecaj egzogenih ¢imbenika na razvoj kore, kao i
neurobioloSku podlogu za kortikalnu obradu osjetih informacija, ukljucujuéi Klinicki
vazan aspekt percepcije osjeta boli (150). Daljnjim rastom i razvojem mozdane kore
dolazi do stvaranja vijuga, zatim stvaranja giralne bijele tvari te citoarhitektonske
podjele na Sest slojeva u poljima buduceg neokorteksa, Sto je posljedica razvoja ranije
opisanih talamokortikalnih sinapsi i rasta bazalnih dendrita projekcijskihn neurona

slojeva Ill i V (151). S funkcionalnog aspekta, u ovom razdoblju je moguce izazvati
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evocirane potencijale (155), zabiljeziti desinkroniziranu aktivnost u
elektroencefalogramu (156), a uspostavljena je i osnova za razvoj konektoma (157).
Arealna diferencijacija omogucuje razlikovanje primarnih od asocijativnih neokortikalnih

podrucja (146,158).

Drugi dio kasnog fetalnog razdoblja (33. — 36. TNZ) obiljezava rast bijele tvari
primarno zbog obilnog razvoja kortiko-kortikalnin veza i stanjivanja SP zone. Dio
izrastajucih kalozalnih vlakana se povlaci i nikada ne uspije do¢i do CP suprotne
hemisfere, dok oni koji uspiju provode odredeno vriieme u SP zoni ¢ekajuci urastanije,
sli¢no po principu po kojem to Cine talamokortikalna vlakna (159). Ona u ovom razoblju
¢ine vecinu vlakana corona radiata, koja se tada moze uociti. Moguce je raspoznati
Sestoslojnu organizaciju neokorteksa, a pojavljuje se i radijalno orijentirana
neokortikalna bijela tvar. U SP zoni se smanjuje koli¢ina i sastav izvanstani¢nog
matriksa (ECM), posebice glikozaminoglikan hondroitin-sulfat, te se ona postupno
stanjuje, iako s odredenim arealnim razlikama tako da je u asocijacijskim poljima ona
najdulje prisutna (150). SP zaostaje i ispod neokorteksa u podrucju girusa (eng. SP
remnant). Nakon nestajanja SP zone, nema urastanja dugih kortiko-kortikalnih puteva.
Takoder, proces mijelinizacije postaje znaCajan, a nastavlja se do razdoblja kasne
adolescencije (160,161). U ovome razoblju zavrSava i neurogeneza, osim u girus
dentatusu hipokampusa i SVZ lateralnih ventrikula (162). U vanjskoj morfologiji mozga
se oblikuju sekundarni girusi i sulkusi. U funkcionalnom smislu se uspostavljaju ritmovi
stanja budnosti i spavanja (163), EEG se sinkronizira (164), a konektom se organizira i

sada povezuje centralna Cvorista s lokalnim kortikalnim vezama (165,166).

U terminskom razoblju (37. — 40. TNZ), mozdana kora je jo$ uvijek nezrela, &to je
citoarhitektonski vidljivo na primjeru postojanja razmjerno velikog broja dobro
diferenciranih Cajal-Retziusovih neurona, zatim gusto poredanih neurona slojeva Il i lll

(167), a u buduc¢oj agranularnoj motori¢koj kori je i dalje prisutan sloj IV (168). Sloj VI
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nije jasno razgrani€en u odnosu na SP remnant koji gubi hondroitin-sulfat (169). Unutar
bijele tvari nalaze se brojni intersticijski neuroni (170). Volumen SVZ i VZ se i dalje
smanjuje (171). Piramidni neuroni supragranularnog sloja, pogotovo sloja Il, imaju
slabo razvijeno dendriticko stablo s tek pokojim dendritickim trnom. Osim toga, double
bouquet i koSarasti interneuroni morfoloski sazrijevaju no jo$ uvijek nisu potpuno

razvijeni (152). Neurotransmitor GABA pocinje djelovati inhibitorno (172).

Postnatalni razvoj velikog mozga u ¢ovjeka

Postnatalne studije pokazuju da morfoloski rast i razvitak uglavnom zavr$avaju
do druge godine Zivota, nakon &ega prevladavaju procesi funkcionalne organizacije i
finog podeSavanja ranije uspostavljenih veza i sustava. Cjelokupni volumen mozga se
udvostruci u razdoblju prve godine zivota, pri ¢emu kortikalna i subkortikalna siva tvar
udvostruCe svoj volumen, dok bijela tvar raste nesto sporijim tempom. Subplate zona
najdulje je prisutna u prefrontalnom korteksu gdje nestaje Sest mjeseci nakon termina
(147). Kortikalna debljina i povrsina te girifikacija dosezu zrele vrijednosti do druge
godine Zivota (173). Dendriticko grananje, odnosno morfoloSko sazrijevanje piramidnih
neurona, doseze zrelost izmedu druge i Cetvrte godine Zivota, s time da neuroni sloja lll
dulje sazrijevaju od onih u sloju V (174,175). Proces sinaptogeneze se nastavlja
intenzivno odvijati te se sinapse pocinju sve viSe stvarati na dendritickim trnovima, a
maksimalna sinapti¢ka gusto¢a se ranije postize u unimodalnim nego polimodalnim
poljima, otprilike u dobi od godine dana Zivota (176). Usporedno s tim procesom odvija
se i selektivno uklanjanje prekobrojno stvorenih sinapsi, Sto u konacnici smanjuje
njihovu ukupnu gusto¢u do odraslih vrijednosti u tre¢em desetlje¢u zivota (121). U prvoj
se godini zivota ranije zapocet proces mijelinizacije odvija ubrzano i po nacelu da se
osjetna polja, projekcijska vlakna i straznje regije ranije mijeliniziraju (161,177,178).

Procesi sazrijevanja bijele tvari, u prvom redu mijelinizacija, isprepleteni su s
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postnatalnim razvitkom funkcionalnih mreza, od kojih mreza temeljnog nacina rada

(eng. default mode network) prva postize sinkronizaciju (179).

1.2.1. Razvoj bazalnih ganglija u ¢ovjeka

Na koronalnom presjeku u dijelu telencefalona koji odgovara subpalliumu
mozemo obostrano uoditi dvije mase koje se izbo&uju u ventrikularne Supljine (Slika 6).
Radi se o proSirenju ventrikularne i subventrikularne zone koje Cini tzv. ganglijske
breZuljke (engl. ganglionic eminence). Mozemo razlikovati medijalni (MGE) i lateralni
(LGE) koji se prema kaudalno spaja u kaudalni ganglijski brezuljak (CGE). To su
prolazne fetalne strukture koje imaju znacajnu ulogu u razvoju mozga, a nestaju
otprilike pred porod. Vecina Kkortikalnih nepiramidalnih interneurona rada se u
ganglijskim brezuljcima, najviSe u MGE (180), a potom tangencijalno migrira kroz
intermedijarnu zonu prema mozdanoj kori (181). Subpopulacija tih neurona eksprimira
kalretinin, a morfoloski nalikuju na migratorne stanice (180,181). Neuroni ganglijskih
brezuljaka, posebno CGE, obilno migriraju i prema mediodorzalnoj, kognitivnoj jezgri
talamusa i pulvinaru te oblikuju prolaznu fetalnu strukturu (eng. gangliothalamic body),
specifiCnu za razvoj ljudskoga mozga (182). Na jednak nacin se moze vrlo jasno na
koronalnim presjecima prepoznati i lateralni migratorni put (eng. LMS, lateral migratory
stream) kojim neuroni migriraju vlaknima radijalne glije iz LGE prema piriformnom
korteksu, njudnoj lukovici (misli§ na njuSnu lukovicu, odnosno bulbus olfactorius) i
amigdalama. Ganglijski brezZuljci imaju i ulogu u navodenju talamokortikalnih i
kortikotalami¢kih vlakana tijekom njihova izrastanja, jer se nalaze na njihovom putu
prema mozdanoj kori, odnosno talamusu (183). Osim toga, ganglijski brezuljak
predstavlja i vazan izvor glijalnih stanica tijekom druge polovice gestacije (180).
Postoje i naznake da lateralni ganglijski brezuljak sudjeluje u postnatalnom stvaranju

ziv€anih stanica bulbus olfactorius-a (184).
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Lateralni se ganglijski brezuljak smatra telencefaliCkom strukturom, dok se
medijalni smatra diencefalickom (126). U LGE se stvaraju stanice koje ¢ée oblikovati
tuberculum olfactorium, nucleus accumbens septi, claustrum te glavne stanice
striatum-a, (eng. medium spiny neurons), dok od MGE potje€u neuroni globus pallidus,
septuma, nucleus basalis odnosno interneuroni striatum-a. Vrlo rano, sa oko 6 TNZ,
zamjecuje se osnova buduéeg nucleus subthalamicus-a (126). Osnova striatum-a
vidljiva je ve¢ u 7. TNZ, a vlakna capsula interna ga podijele na nucleus caudatus i

putamen u 8. TNZ, dok se globus pallidus moze prepoznati u 9. TNZ (126).

Vrlo rano u razvoju, s 4,5 TNZ, moZzemo u tegmentum-u mozdanog debla pronaci
neuroblaste pozitivne na tirozin hidroksilazu (144), koji predstavljaju buduce
noradrenergic¢ke i dopaminergiCke centre, ali i one koji migriraju u buduéu strukture,
npr. substantia nigra (185). U embrionalnom i ranom fetalnom razdoblju, dakle
razmjerno rano u razvoju, bazalni gangliji primaju katekolaminergiCke, dakle tirozin-
hidroksilaza pozitivhe projekcije, kasnije priklju¢ene MFB snopu (eng. medial forebrain
bundle) (144), koji se moze raspoznati ve¢ u 6. TNZ (126). Kolinergitka vlakna opisana
su nesto kasnije u razvitku, a njihova je inervacija bazalnih ganglija vazna za razvoj
kognitivnih funkcija. S 18 TNZ uspostavljaju kontakte i to prvenstveno sa subplate
zonom odnosno prikljuCuju se Lancisijevom snopu preko kojega su povezane s
limbickim strukturama (186). Cak do 22. TNZ mozemo prepoznati migrirajuée neurone
koji putuju u striatum, kao i kortikostrijatalna, centrostrijatalna i nigrostrijatalna viakna
koja urastaju u striatum te stvaraju sinaptiCke kontakte. Striatum se dijeli u striosome

koji su okruzeni matriksom, a u 25. TNZ doseze svoju histoloSku zrelost (126).

1.2.2. Razvoj amigdala u €ovjeka

Amigdala nisu homogena struktura, a s obzirom da dijelom histoloski nalikuju

mozdanoj kori a dijelom bazalnim ganglijima, tijekom povijesti se istrazivaci nisu u
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potpunosti mogli usuglasili oko njihove podjele i razvoja. Neslaganja potje¢u josS od
studije Johnstona (7) u kojoj je na temelju vlastitih anatomskih zapazanja i filogenetskih
pretpostavki podijelio jezgre amigdala u dvije skupine: ,primitivnu® i filogenetski
mladu®, te pretpostavio da amigdala nastaju nabiranjem korteksa. Drugo povijesno
znacajno istrazivanje je ono Macchia (187) koji je podijelio amigdala na centromedijalni
i bazolateralni kompleks, a izdvojio je prednje amigdaloidno podrudje, kortikalnu i
intralaminarne jezgre, dok jezgru lateralnog njusnog tracka nije prepoznao niti uvrstio u
amigdala. Crosby i Humphrey (8) podijelili su jezgre amigdala u kortikomedijalni i
bazolateralni kompleks te prednje amigdaloidno podrucje. Stephan i Andy su izdvajili
centromedijalni kompleks, a bazolateralnom kompleksu pridodali su i kortikalnu jezgru
(10). 1z navedenog je jasno da samo na temelju histoloSkih i filogenetskih zapazanja

nije moguce posti¢i suglasje.

Embrionalni razvoj amigdala u ¢ovjeka

Najranije opisane stanice koje oblikuju nakupine za koje se moZze tvrditi da
pripadaju buduéem amigdaloidnom kompleksu mogu se kod Covjeka vidjeti ve¢ s 5,5
TNZ (9). Tada se gotovo istodobdno prepoznaju razliCite skupina jezgara:
kortikomedijalna, bazolateralna i prednje amigdaloidno podrucje (9,126,187-189). U
bliskom anatomskom odnosu s primordijalnim nakupinama stanica buduéih amigdala je
i arhikorteks hipokampusa, koji takav polozaj zadrzava tijekom daljnjeg razvitka. U dobi
od 6,5 tjedana, ranije prepoznate nakupine stanica su vece, ali i dalje bez nekih jasnih
daljnjih razdiobi, a mogu se prepoznati i prvi snopovi vlakana. Vlakna MFB-a koja se
protezu od tegmentuma mozdanog debla do bulbus olfactorius i prefrontalnog korteksa
prolaze dorzomedijaino od amigdala i donose tirozin hidroksilaza pozitivha
(katekolaminska) vlakna iz mozdanog debla u podru€je hipotalamusa i bazalnih
ganglija, ne i izriito u amigdale. U tom razdoblju uo€ena su i vlakna u sklopu buduce

striae terminalis (144), dok kroz prednje amigdaloidno podrucje prolaze aksonalna
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vlakna koja povezuju amigdala s olfaktornim tuberkulom i opéenito olfaktornim regijama
(126). Prednje amigdaloidno podrucje je u tom trenutku duljinom gotovo jednako
ostatku amigdaloidnog kompleksa, medutim, relativha veli€¢ina se daljnjim razvojem
smanjuje buduc¢i da po svemu sudeci ranije doseZe konacnu veli¢inu. Medijalna jezgra
se moze razaznati i povezana je s olfaktornim regijama. Bazolateralni kompleks je i
dalje jedinstvena cjelina koja je u bliskom neuroanatomskom odnosu s primordijalnim
neostrijatumom, a oblikuje se i paleokortikalna piriformna mozdana kora (126).
Neuroblasti koji ¢ine kortikalnu jezgru nisu brojni, a nalaze se rastrkani po povrSinskom
dijelu bazolateralnog kompleksa. U ovom razdolju se stvaraju veze s epitalamusom.
Kako je ranije re€eno, pocetkom 7. TNZ se identificira glavha komunikacija s
hipotalamusom, stria terminalis, a poCinju se razvijati i veze s kolinergi¢kim jezgrama
obliznjeg proptickog podrudja, ali i s hipokampusom i diencefalickim strukturama.
Ubrzo je moguce razaznati bazalnu i lateralnu jezgru. U 8. TNZ znacajno se razvija
putamen koji potiskuje amigdala prema lateralno. Krajem embrionalnog razdoblja se

diferencira i srediSnja jezgra.

Fetalni i postnatalni razvoj amigdala u ¢ovjeka

PocCetkom fetalnog razdoblja mogucée je raspoznati glavne jezgre amigdala.
Daljnjim razvojem amigdala u Covjeka dolazi do promjene relativnih polozaja njenih
jezgara, odnosno svojevrsne rotacije strukture koja je vjerojatno posljedica razvoja
temporalnog reznja. U tim promjenama polozaj medijalne jezgre se moze Koristiti kao
os oko koje se rotiraju sve ostale jezgre (189). Filogenetski i ontogenetski, medijalna
jezgra se najmanje mijenja, dok lateralna znacajno povecéava svoj volumen i polozaj,
kako filogenetski tako i ontogenetski, najvjerojatnije jer je lateralna jezgra glavha
aferentna struktura amigdala (13). S obzirom da filogenetski razvitak pokazuje
tendenciju povecéanja povrsine kore velikog mozga, evolucijski poveé¢ana povrsina kore

mozga Covjeka najviSe se odrazila na povecCanje volumena glavne jezgre amigdala
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zaduzene za prihvat informacija iz okoline. U razdoblju oko 12 TNZ, dolazi do razvitka
specificnih za Covjeka, prolaznih jajolikih struktura, napose u lateralnoj jezgri amigdala
(190,191). U sljede¢em razdoblju dolazi do naglog viSestrukog povecéanja volumena
amigdala uslijed proliferacije, migracije i diferencijacije Ziv€anih stanica. Taj proces
traje do oko 20. TNZ, kada prolazne jajolike strukture postupno nestaju, a poveéanje
volumena se donekle usporava. U srednjem fetalnom razdoblju dolazi do ponovnog
porasta volumena, vjerojatno posliedice uspostavljanja frontolimbi¢kih veza s
mozdanom korom (192). U tom razodblju dolazi do izrazenije sinaptogeneze, vidljive
kao toCkasta GAP-43 imunoreaktivnost, u srediSnjoj i medijalnoj jezgri koja se kasnije
Siri i na bazolateralnu skupinu u sedmom mjesecu trudnoée (190). Amigdala u kasnom
fetalnom razdoblju prolaze daljnje promjene koje su posljedica mijelinizacije i drugih
procesa sazrijevanja. Daljnje perinatalne i postnatalne razvojne promjene amigdala
povezane su s uspostavom strukturnih i funkcionalnih okvira sve do dobi od oko 2.
godine Zivota (178), a nakon toga je razvitak amigdala uglavhom obiljeZzen drugim
oblicima promjena, prije svega plasti¢nim preoblikovanjem do tada veé uspostavljenih

neuronskih krugova (193,194).
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Slika 6. Shema razvojnih odnosa u telencefalonu sisavaca, prikaz u razini ganglijskih
brezuljaka (A) i kaudalnije (B), prenatalno razdoblje. Shematski prikaz u razini
amigdala kod primata (C), raspored. Preuzeto i prilagodeno iz Niuwenhuys i sur (74).
ac — prednja komisura; acc — n. accumbens; bla — bazolateralna jezgra amigdala; bma
— bazomedijalna jezgra amigdala; bst — NIST; cau — n. caudatus; cc — corpus callosum;
cea — srediSnja jezgra amigdala; cldl — claustrum, dorzolateralni; clvm — claustrum
ventromedijalni; DP — dorzalni pallium; gp — globus pallidus; hipc — hipokampalna; ic —
capusla interna; ins — inzula; insc — inzularni korteks; isCal — otocici Callej-a (ventralni
strijatum); la — lateralna jezgra amigdala; LGE — lateralni ganglijski brezuljak; lot —
lateralni olfaktorni trakt; Iv — lateralni ventrikul; LP lateralni pallium; ma — medijalna
jezgra amigdala; MGE — medijalni ganglijski brezuljak; MP — medijalni pallium; nc —
neokorteks; ndb — jezgra dijagonalnog tracka; ot — olfaktorni tuberkul; pirc — piriformni
korteks; psb — palijalno-subpalijalna granica; put — putamen; sep — spetum; VP —

ventralni pallium; vp — ventralni pallidum; vst — ventralni strijatum.
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2. HIPOTEZA

Prostorne i vremenske razlike u modularnoj organizaciji i neurogenetskim
zbivanjima tijekom prenatalnog i ranog postnatalnog razvitka ljudske amigdaloidne
jezgre predstavljaju neurobioloSku podlogu pojave i razvitka njenih vaznih funkcija u
regulaciji emocionalnog ponasanja u kasnijem Zivotu, a one se mogu uspjesno pratiti

usporednom primjenom histoloskih, genetskih i MRI-parametara.
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3. CILJEVI RADA

3.1. Opéi cilj
Cilj ovog rada je istraziti razvojnu reorganizaciju glavnih stani¢nih i izvanstani¢nih
komponenti u amigdaloidnom kompleksu mozga Covjeka tijekom prenatalnog razvitka,
toénije, u razdoblju od 10. TNZ do 6.5 godina, koristeéi tehnike imunohistokemije, in

situ hibridizacije, transkriptomske i in vitro MRI analize.

3.2. Specificni ciljevi
1. Utvrditi normalne prostorne i vremenske okvire razvitka ljudskih amigdala u

zadanom razdoblju,

2. Istraziti razvojne razlike u staniénoj i izvanstaniCnoj gradi amigdaloidnog

kompleksa tijekom zadanog razdoblja,

3. Utvrditi koji se geni specificno eksprimiraju u amigdalama tijekom zadanog

razdoblja,

4. Istraziti proces razvitka veza i mijelinizacije puteva u amigdalama u zadanom

razdoblju,

5. Na osnovi dobivenih morfoloSkih podataka predvidjeti razdoblja povecéane

vulnerabilnosti amigdaloidnog kompleksa.
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4. MATERIJALI I METODE

Hipoteza je testirana na postmortalnom tkivu ljudskog mozga. Analizirani su
uzorci u dobi izmedu 7. i 38. TNZ, a postnatalni materijal nije koristen zbog
nedostupnosti odgovaraju¢ih uzoraka. Histolodki preparati obradeni su klasi¢nim
histoloSkim i imunohistokemijskim metodama, zatim su metodom magnetske
rezonancije ucinjene in vitro snimke, te je ucinjena ekspresija gena i metoda
dvostrukog bojenja imunofluorescencijom. Promatrani period podijeljen je na pet
razvojnih razdoblja: rano fetalno razdoblje (9. — 12. TNZ), srednje fetalno razdoblje (13.
— 24. TNZ), kasno fetalno razdoblje (25. — 34. TNZ) i perinatalno (35. — 38. TNZ).

Koristili smo podjelu amigdala predlozenu od strane Sorvari i suradnika (15).

4.1. Materijali

Analizirali smo postmortalno tkivo 60 ljudskih mozgova (Tablica 2) u dobi izmedu
7. 1 38. TNZ, koji su dio Zagrebacke neuroembrioloske zbirke (195). Dob embrija i
fetusa procijenjena je na temelju duljine tieme-zadak (CRL, engl. crown-rump length),
klinickih podataka o trajanju amenoreje i makroskopskih obiljezja mozga (196,197).
Dob je izrazena u tjednima nakon zacec¢a (TNZ). Materijal je dobiven tijekom redovitih
obdukcija nakon spontanih ili medicinski opravdanih pobalaja prema hrvatskim
zakonskim propisima i uz dozvolu Eti¢kog povjerenstva Medicinskog fakulteta
Sveudilista u Zagrebu. Analizirani su samo uzorci uzeti iz mozgova bez vidljivih
makroskopskih i mikroskopskih neuropatoloskin promjena, uzevSi u obzir dostupne

anamnesticke podatke o mogucim genetiCkim poremecajima.
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Tablica 2. Pregled materijala i metoda koriStenih iz Zagrebacke neuroembrioloSke

zbirke.
Histoloski Post-
Razvoj- uzorak Starost Spol al Metod
nafaza | mozdanog | (TNZ) pol| mortaino 200k
T vrijeme
., N
2gf
-g EL Uzorak 1 7 / / Histologija
S
Uzorak 2 10 / M histologija/imunohistokemija
Uzorak 3 10 / / histologija/imunohistokemija
© N Uzorak 4 10 / / Histologija
© - Uzorak 5 11 / / histologija/imunohistokemija
% o Uzorak 6 11 / / MRI
S | Uzorak 7 11 M / histologija (Gallyas)
x o Uzorak 8 11 / / histologija (Golgi)
Uzorak 9 12 / Histologija
Uzorak 10 12 / / histologija/imunohistokemija
Uzorak 11 14 / / Histologija
Uzorak 12 15 M 40 h MRI
Uzorak 13 16 / / Histologija
Uzorak 14 17 / / histologija/imunohistokemija
Uzorak 15 17 / / Histologija
Uzorak 16 17 / / Histologija
Uzorak 17 18 / / MRI
Uzorak 18 18 / / Histologija
Uzorak 19 18 / / histologija/imunohistokemija
Uzorak 20 18 z 21h histologija/imunohistokemija
Uzorak 21 18 M 16h histologija/imunohistokemija
Uzorak 22 18 / / Histologija
En [ Uzorak23 | 19 Z 24h | MRI
% = Uzorak 24 19 / / Histologija
R Uzorak 25 19 Z / MRI
§ s Uzorak 26 19 / / histologija/imunohistokemija
&5 Uzorak 27 20 / / Histologija
Uzorak 28 20 / / MRI
Uzorak 29 20 / / histologija/imunchistokemija; MRI
Uzorak 30 20 / / histologija/imunohistokemija
Uzorak 31 21 M / histologija/imunohistokemija; MRI
Uzorak 32 21 M 13 h MRI
Uzorak 33 22 M 12 h MRI
Uzorak 34 22 / / Histologija
Uzorak 35 22 / / Histologija
Uzorak 36 22 / / Histologija
Uzorak 37 22 M 15h histologija/imunohistokemija
Uzorak 38 37 z 10h | MRI
Uzorak 39 23 / / histologija/imunohistokemija
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Uzorak 40 23 / / histologija/imunohistokemija
Uzorak 41 24 / / histologija/imunohistokemija
Uzorak 42 24 M / MRI
Uzorak 43 | 24/25 z 20 h | histologija/imunohistokemija
Uzorak 44 25 Z 2h MRI
Uzorak 45 | 25/26 / 13 h MRI
Uzorak 46 26 M 24 h MRI
© N Uzorak 47 26 M / histologija/imunohistokemija
C—CG E Uzorak 48 26 M / histologija/imunohistokemija
oy Uzorak 49 27 / / MRI
o "I’ Uzorak 50 27 z 20 h histologija/imunohistokemija
:«/_s? % Uzorak 51 30 / 19h | MRI
Uzorak 52 30 / / histologija/imunohistokemija
Uzorak 53 | 30/31 / 55h histologija
Uzorak 54 33 / / histologija
Uzorak 55 33 / / histologija/imunohistokemija
Uzorak 56 36 / / histologija/imunohistokemija
s . Uzorak 57 37 / / MRI
&8~ | Uzorak58 | 38 M 8h | MRI
£ u') £ Uzorak 59 38 / / histologija/imunohistokemija
g Uzorak 60 38 M 17 h | histologija/imunohistokemija; MRI
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4.2. Metode

Cijeli mozgovi fiksirani su u 4% puferiranoj otopini paraformaldehida (0.1 M
fosfatni pufer; pH=7,4). Potpuno fiksirani mozgovi serijski su izrezani na manje
blokove. Blokovi namijenjeni za krioprezervaciju stavljeni su u 10% otopinu saharoze, a
blokovi namijenjeni za parafinsko uklapanje u 70% otopinu etanola. Postupak
krioprotekcije se provodio na sljedeéi nacin: nakon potpunog potonuca blokova u 10%
otopini saharoze, mozgovi su premjesteni u 20% otopinu saharoze. Nakon potonuca
blokova u 20% otopini saharoze blokovi su zaledeni na suhom ledu te pohranjeni za
trajno Cuvanje na -80 °C. Blokovi namijenjeni za parafinsko uklapanje su prosli
postupak dehidracije kroz seriju etanola kako slijedi: 70%, 90%, 95% i 100% etanol.
Nakon toga blokovi su uklopljeni u parafin i pohranjeni na sobnoj temperaturi. Nakon
uklapanja mozgovi su rezani u koronalnoj ravnini na debljinu od 20 ym. Nakon obrade
razli€itim metodama histoloSki rezovi su digitalizirani koristeéi visoko rezolucijski
digitalni skener NanoZoomer 2.0RS (Hamamatsu, Japan), a dobivene slike obradene

koriste¢i Microsoft Photoshop® i Microsoft Publisher® programe.

2.1.1. Klasi¢ne histoloSke metode

Parafinski rezovi tkiva obradeni su u skladu sa standardiziranim protokolima za
histoloSku obradu mozdanog tkiva u laboratorijima Hrvatskog instituta za istrazivanje
mozga (HIIM), kako slijedi: klasicne citoarhitektonske i mijeloarhitektonske metode,
zatim metoda po Golgi-ju i metoda srebrne impregnacije po Gallyas-u; te histoloSka
metoda za prikaz sulfatiranih glikozaminoglikana PAS—Alc (Periodic Acid Schiff-Alcian

blue).
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2.1.1.1. Nissl metoda

Radi utvrdivanja citoarhitektonskih granica i prolaznih fetalnih zona svaki 10.

rez je obojan histoloSkom metodom po Nisslu (krezil-violet).

Rezovi mozdanog tkiva prvo su prosli kroz proces deparafinizacije u ksilolu (dva
puta po 10 min) pa zatim po 5 min u alkoholima s padaju¢im postotkom etanola (dva
puta u 100%, dva puta u 96%, 70%). Nakon kratkog ispiranja u destiliranoj vodi, rezovi
su stavljeni u boju krezil-violet. Stakalca smo drzali do obojenja. Nakon bojanja slijedi
ispiranje viska boje u destiliranoj vodi, a zatim u 70% alkoholu kojem je dodano 10%
octene kiseline. Rezovi su zatim uronjeni u seriju alkohola s povec¢avajucom
koncentracijom etanola (70%, dva puta u 96%, dva puta u 100%). Za kraj su rezovi jos

dva puta isprani u Histo-Clear-u te pokriveni Histomount-om i pokrovnim stakalcem.

2.1.1.2. Gallyas metoda

Gallyas metoda impregniranog srebra koridtena je za oslikavanje tankih vlakana

u fazama prije mijelinizacije i rane mijelinizacije u fetalnom mozgu.

Koristili smo sljedeci protokol za parafinske rezove:

1. Deparafinizacija.
2. Ispiranje u destiliranoj vodi — 3 X 5 min.
3. Inkubacija u otopini amonij-srebrovog nitrata 30 min u mraku.

Otopina amonij-srebrovog nitrata — 0,1 g amonijeva nitrata + 0,1 g srebrovog nitrata

+ 0,3 mL 4% NaOH u 100 mL destilirane vode
4, Ispiranje u 0,5% octenoj kiselini — 3 x 3 min.

5. Inkubacija u otopini za razvijanje kroz 5 do 30 min kontroliraju¢i napredovanje
smedeg obojenja pod mikroskopom. Otopinu za razvijanje napravili smo neposredno

prije razvijanja od A, B i C otopina, pohranjenih u tamnim bocama na sobnoj
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temperaturi.
Otopina A — 1000 mL destilirane vode + 50 g bezvodnog natrijevog karbonata

Otopina B — 1000 mL destilirane vode + 2 g amonijeva nitrata + 2g srebrovog nitrata +

10g wolframosilicijeve kiseline

Otopina C — 1000 mL destilirane vode + 2 g amonijeva nitrata + 2g srebrovog nitrata +

10g wolframosilicijeve kiseline + 7,3 mL 37% formalina
6. Ispiranje u tekucoj vodi.

7. Inkubaciju u otopini za izbjeljivanje i fiksiranje kontrolira se pod mikroskopom.
Izbjeljivanje je gotovo kada se pod mikroskopom vide crna vlakna na potpuno blijedoj ili

malo zuckastoj pozadini.

Otopina za izbjeljivanje i fiksiranje — 30 g kalijevog karbonata + 55 g AEDTA Na; +
25 g kristala zeljezovog (lll) klorida + 120 g natrijevog trisulfata + 20 g kalijevog

bromida + 1000 mL destilirane vode
8. Ispiranje u 0,5 % octenoj kiselini — 2 x.
9. Ispiranje u tekucoj vodi.

10. Dehidracija i pokrivanje.

2.1.1.3. PAS-Alc metoda

PAS-Alc bojanje je klasi¢na histoloSka metoda koja boji glikozaminoglikane u
izvanstani¢nom matriksu (198). U fetalnom telencefalonu Alcian blue specificno boji SP
I MZ i tijekom razvoja nestaje. Kostovi¢ i suradnici pokazali su da PAS-Alc bojanje

dobro korelira sa prikazom SP zone na post mortem MRI snimkama (150).
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Koristili smo sljedeci protokol:

1. Deparafinizacija.

2. Ispiranje u destiliranoj vodi — 5 min.

3. Inkubacija u Alcian blue otopini kroz 30 min.

4, Ispiranje u vodi — 5 min.

5. Oksidiranje 10 min u 1% perjodnoj kiselini.

6. Ispiranje u teku¢oj vodi — 5 min.

7. Inkubacija u Schiffovom reagensu 10 — 40 min.
8. Ispiranje u sulfitnoj kupki — 3 x 1 min.

9. Ispiranje u tekucoj vodi.

10. Dehidracija i pokrivanje.

2.1.2. Imunohistokemijske metode

U imunohistokemijskom dijelu istrazivanja analizirani su smjestaj i regionalna
raspodjela elemenata ziv€anih i glija stanica te molekula ECM-a. U tu svrhu koriStena
su primarna protutijela povezana uz sinapticke biljege (sinaptofizin, SNAP-25), aksone
(NF200, SMI312, GAP-43), molekule ECM-a (fibronektin, reelin, NCAN, CS-56,
tenascin C), te druge elemente vizualizacije Ziv€anih (MAP 2, NPY, NeuN, kalretinin,
parvalbumin) i glija stanica (GFAP, vimentin), odnosnho procesa mijelinizacije (MBP). U
okviru analize ekspresije gena u amigdalama koriStena su protutijela za transkripcijske
faktore DLX-6 i Thr-1. Za detalje o vrsti protutijela i koriStenoj koncentraciji vidi Tablicu

3.

46



Tablica 3. Primarna protutijela koriStena u imunohistokemijskim bojanjima.

Protutijelo Klonalnost Razrjedenje | Proizvodal Biljeg
. ] Abcam postmigratorni
NeuN poliklonalno 1:1000 ab104225 neuron
kalretinin monoklonalno | 1:2000 Swant 6B3 interneuroni
parvalbumin poliklonalno 1:2000 Abcam ab11427 | interneuroni
] Sigma . :
MAP 2 monoklonalno | 1:1000 M 4403 zreli neuroni
NPY oliklonalno 1:2000 Abcam interneuroni
P ' ab10980
) Sigma G
NF 200 monoklonalno | 1:250 N 0142 mijelinizacija
) BioLegend
SMI 312 monoklonalno | 1:1000 837901 rast aksona
) BioLegend o
MBP monoklonalno | 1:1000 808401 mijelinizacija
: ) Novus Biologicals
GAP 43 poliklonalno 1:2000 NB300-143 rast aksona
) BioLegend .
SNAP 25 monoklonalno | 1:1000 836304 sinaptogeneza
sinaptofizin monoklonalno | 1:100 Dako sinaptogeneza
P ' M 7315 ptog
, : : ) Sigma
fibronektin poliklonalno 1:400 F 3648 ECM
: ] Sigma Aldrich
NCAM poliklonalno 1:600 HPA036814 ECM
. ) Abcam
tenascin-C monoklonalno | 1:400 Ab36182 ECM
) Sigma Aldrich
CS-56 monoklonalno | 1:200 C8035 ECM
: ) Millipore
reelin monoklonalno | 1:500 MAB 5366 ECM
_ ) Dako . .
GFAP poliklonalno 1:1000 70334 glija stanice
vimentin monoklonalno | 1:100 Dako lija stanice
' M 7020 9
. ] Sigma Aldrich transkripcijski
DLX-6 poliklonalno 1:200 HPA030608 gimbenik
) Abcam transkripcijski
Thr-1 monoklonalno | 1:400 Ab31940 gimbenik
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Koristen je imunohistokemijski protokol za tkiva uklopljena u parafin:

1. Deparafinizacija.
2. Ispiranje u PBS-puferu — 10 min.
3. Otvaranje antigenskih mjesta zagrijavanjem u mikrovalnoj pecnici, u citrathom

puferu, pH = 6.0.
4. Ispiranje u PBS-puferu — 3 x 10 min.

5. Predtretman na sobnoj temperaturi u otopini metanol peroksida (75 mL

metanola + 25 mL vode + 75 pL 30 % vodikovog peroksida) — 30 min.
6. Ispiranje u PBS-puferu — 3 x 10 min.

7. Blokiranje u otopini 5% BSA i 0.5% Tritona X-100 pripremljenoj u PBS-u na

sobnoj temperaturi — 1 sat.

8. Inkubacija u primarnom protutijelu na +4° preko noéi.
9. Ispiranje u PBS-puferu — 3 x 10 min.
10. Inkubacija u sekundarnom protutijelu na sobnoj temperaturi — 1 sat.

11. Ispiranje u PBS-puferu — 3 x 10 min.
12. Inkubacija u tercijarnom protutijelu na sobnoj temperaturi — 1 sat.
13. Ispiranje u PBS-puferu — 3 x 10 min.

14. Razvijanje preparata s pomoc¢u DAB kompleksa (Sigma fast DAB with metal

enhancer set) — prema potrebi.
15. Ispiranje u PBS-puferu — 3 x 10 min.

16. SuSenje preparata na sobnoj temperaturi i pokrivanje sredstvom Histomount.
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2.1.3. MRI

2.1.3.1. Invitro MRI protokol

20 razli¢itih mozgova odnosno hemisfera u dobi od 13 do 38 TNZ (Tablica 2)
snimljeno je tijekom fiksacije uredajem za magnetsku rezonanciju snage polja 3 T
(Magnetom TrioTim i Magnetom PrismaFit, Simens, Njemacka), visokorezolucijskom
VIBE (eng. volumetric interpolated breath-hold examination) T1 sekvencom (TR = 1900
ms, TE = 2.52 ms, veli¢ina voksela = 0,5 x 0,5 x 0,5 mm) prema standardiziranom
protokolu Odsjeka za slikovni prikaz mozga HIIM-a. Svi mozgovi snimljeni su uz pomo¢é
male osmokanalne povrSinske zavojnice za snimanje zapes$c¢a, u otopini fiksativa.
Mozgovi su fiksirani u 4% puferiranoj otopini paraformaldehida (0.1M fosfatni pufer; pH
= 7,4). Razdoblje fiksacije iznosilo je od nekoliko tjedana do nekoliko godina. U ovom
radu dijelom su koristene MR snimke fetalnih mozgova snimljene za doktorsku

disertaciju dr. sc. Lane Vasung (199).

Za kvantitativnu analizu MR snimaka amigdala (volumetrija) izabrano je 10
mozgova, a 10 mozgova je isklju¢eno iz istraZivanja zbog nedovoljne kvalitete
materijala ili snimke. Isklju€ni kriteriji su se temeljili na vizualnoj inspekciji snimaka. Za
segmentaciju nisu koristene snimke mozgova/hemisfera na kojima se nije moglo
razaznati druge dijelove telencefaliCke stijenke osim CP, odnosno one na kojima se

nisu mogle jasno razaznati glavne subkortikalne strukture (Slika 7).
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Slika 7. Prikazani su koronalni presjeci MRI snimke mozgova starosti 22 TNZ (lijevo) i

23 TNZ (desno). Na slici lijevo moZzemo uociti osnovne pokazatelje grade mozga u
navedenom razdoblju, dok oni nisu jasno vidljivi na slici desno, stoga MR snimka
mozga prikazanog na slici desno nije koriStena prilikom segmentacije amigdala. Amy —
amigdala; cp — (eng. cortical plate) kortikalna plo€a; iz — intermedijarna zona; gp —

globus pallidus; put — putamen; sp — subplate zona; svz — subventrikularna zona.

2.1.3.2. Mjerenje volumena amigdala

Segmentacija amigdala na in vitro MR snimkama fetalnih mozgova izvedena je
ruéno pomoc¢u programa ITK-SNAP Version 3.6 (201). Segmentaciju je uvijek radio

samo jedan istraziva¢ (D.M.).
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Anatomske granice koristene za segmentaciju fetalnih amigdala temeljene su
na predvidenim anatomskim granicama i odnosima s drugim strukturama
prilagodenima za pojedino fetalno razdoblje (202-205). Ranije ucinjene segmentacije
na amigdala u ranom postnatalnom razdoblju (6) ili u odrasloj dobi (207-211) su uzete
u obzir, jer su odredeni neuroanatomski odnosi i granice stalni tijekom razvoja.
Segmentacija bi bila zapo€eta na koronalnom presjeku u srediSnjem dijelu amigdala u
odnosu na anterioposteriornu os, jer je na taj nacin najlakS§e odrediti njihovu granicu
oslanjaju¢i se na referentne izvore. Prema anteriorno amigdala od korteksa dijeli bijela
tvara, a anteromedijalno periamigdaloidni korteks dodiruje vanjsku povrsinu
temporalnog reznja. Vazno je nadodati da je prema anteriorno moguée pronaci manje
skupine stanice koje putuju prema bulbus olfactorius (212) i prema kori sliepoo¢nog
reznja, u ranijim razdobljima u kojima se sljepooc¢ni rezanj nije dovoljno prosirio, a koje
mogu pridonositi MR signalu u bijeloj tvari temporalnog reznja. Prema kaudalno
amigdala se protezu dorzalno od donjeg roga lateralne komore, a vazno je pri tome ne
uklju€iti u analizu germinativhu zonu sljepoo¢nog reznja koja se nalazi u neposrednoj
blizini. Prema dorzolateralno se amigdala nalaze u bliskom odnosu s putamenom.
Nakon pocetne segmentacije u koronalnoj ravnini, segmentacijski protokol se

nastavljao u aksijalnoj i zavrSio bi u sagitalnoj ravnini.
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2.1.4. Analiza ekspresije gena

Cilj ovoga dijela istrazivanja bio je pretraziti bazu podataka nastalu
istrazivanjem transkriptoma (Kang et al. 2011) (214) te dobiti popis gena &iji transkripti
imaju specificno snizenu ili povisenu ekspresiju u amigdalama od 19. TNZ-a do 6.
postnatalnog mjeseca. Da bi se neki transkript proglasio zna¢ajno povidenim u jednom
podruc¢ju u odnosu na drugo uvjeti su bili sljedeci: 1) p - vrijednost manja od 0,01 i 2)

razlika u ekspresiji (engl. fold change) veca ili manja od 2.

Koriste¢i Partek Genomic Suite 6.5 (Partek Incorporated, St. Louis, MO,
Sjedinjene Ameri¢ke Drzave), dobiven je popis transkripata gena u amigdalma koji su
snizeni ili poviSeni u odnosu na druga kortikalna podruéja, druga podrucja limbi¢kog

sustava te sva druga istrazivana podrucja u mozgu.

PretraZivanjem baze PubMed (ukljuCujuéi RefSeq), GeneCards, OMIM®
(Online Mendelian Inheritance in Men®) i javno dostupnih proteomickih baza podataka
izdvojeni su transkripti gena koji su, uz poviSenu ekspresiju u odnosu na druga
podruc¢ja, kandidati za daljnje istraZivanje (na razini proteina) na temelju dosad
poznatih €injenica o njima (dokazanih uloga u neurogenezi, sinaptogenezi, navodenju

aksona i ostalim razvojnim procesima).

Za istrazivanje odnosa izmedu strukturnih promjena mozga i vremensko-
prostorne ekspresije gena koji se specificno eksprimiraju u amigdalama tijekom
razvitka analizirali smo javno dostupnu bazu genske ekspresije. Podaci su analizirani

koristeci Partek Genomic Suite 6.6 (Partek Inc.).

Izmedu 21757 gena eksprimiranih u cijelome mozgu, izabrali smo 114 gena koji
su dva puta viSe ili dva puta manje eksprimirani u amigdalama u odnosu na ostala
podru¢ja. Pregledom literature izmedu tih gena izabrali smo 5 za daljnju

imunohistokemijsku analizu. Kriteriji prema kojima su geni ukljuceni u studiju:
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° dva puta veca ekspresija gena u amigdalama nego u neokorteksu

° korigirana p vrijednost na 0.01
° informacije iz literature o povezanosti odredenog gena s amigdalama
° dostupnost i postojanje razvijenog humanog protutijela

Izabrani su geni za transkripcijske faktore C1QL2, MOXD1, PDYN, DLX-6 te
TFAP2D. Transkripcijski faktor DLX-6 na temelju uspjeSnog nuklearnog
imunohistokemijskog bojanja specificno prisutnog u amigdalama tijekom fetalnog

razdoblja odabran je za daljnju analizu.

Kako bi dodatno odredili prostorno-vremensku raspodjelu ekspresije proteina
proveli smo imunohistokemijsku analizu na tkivu od 17 i 20 TNZ (metodologija opisana
ranije). Zbog uspjeSnosti navedene metode i ostvarivanja ciljeva istrazivanja, in situ

hibridizaciju nije bilo potrebno uciniti.
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Metoda dvostrukog bojanja imunofluorescencijom

Kako bi pokazali u kojim stanicama se nalazi protein gena DLX-6 koristili smo
metodu dvostrukog bojanja imunofluorescencijom. Kombinacije koristenih primarnih
protutijela i njihove koncentracije prikazane su u Tablici 4. Rezultati su zabiljezeni
konfokalnim mikroskopom Zeiss LSM 510 META, a koridtena su sekundarna protutijela
Alexa fluor dyes 488 & 546, dok su valne duljine flourescencije iznosile su 405 nm

(DAPI), 488 nm (zeleno) i 546 nm (crveno).

Tablica 4. Kombinacije primarnih protutijela koristenih u imunofluorescentnom
dvostrukom bojanju.

Kombinacije Koncentracije . .
. . . Ciljne stanice
primarnih protutijela primarnih protutijela
NeuN / DLX-6 1:500/ 1:200 Postmitoticki neuroni
GAD 67/ DLX-6 1:2000/ 1:200 GABA neuroni
GFAP /DLX-6 1:500/ 1:200 glija stanice

Koristen je protokol za tkiva uklopljena u parafin:

1. Deparafinizacija.
2. Ispiranje u PBS-puferu — 10 min.
3. Otvaranje antigenskih mjesta zagrijavanjem u mikrovalnoj pecnici, u citrathom

puferu, pH = 6.0.

4, Hladenje u puferu na sobnoj temperaturi kroz 30 min.
5. Ispiranje u PBS-puferu — 3 x 10 min.
6. Blokiranje u otopini 1% BSA i 0.5% Tritona X-100 pripremljenoj u PBS-u na
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sobnoj temperaturi — 1 sat.

7. Inkubacija u primarnim protutijelima na +4° preko noéi.
8. Ispiranje u PBS-puferu — 3 x 10 min.
9. Inkubacija u otopini blokinga i fluorescentnih sekundarnih protutijela na sobnoj

temperaturi u mraku — 1 sat.

10. Ispiranje u PBS-puferu u mraku — 3 x 10 min.

11. Za skidanje autofluorescencije inkubacija u 1 x TrueBlack Lipofuscin

Autofluorescence Quencher — 1 min.

12. Ispiranje u PBS-puferu u mraku — 3 x 10 min.

13. Pokrivanje preparata sa pokrivalom za imunofluorescenciju koje sadrzi DAPI

(Vectashield).
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5. REZULTATI

5.1. Prostorni i vremenski parametri razvitka l[judskih amigdala

5.1.1. Embrionalno razdoblje: do 9. tjedna nakon zaceca

Raspoznajemo ganglijske brezuljke i ventrikularnu zonu subpalium-a (Slika 8A),
za koju se pretpostavlja da rada stanice amigdala. Stanice migriraju prema pijalnoj
povrsini (Slika 8C), a amigdala se ne mogu razaznati (Slika 8B). Vecina stanica je
morfoloSki nezrela (SD3 ili SD4, prema Raki¢u i suradnicima (213)) (Slike 8E i F), uz
odredenu raznolikost njihova stadija zrelosti. Moguée je uo€iti i drugacije stvaranje

alokorteksa buduce kore sljepoo¢nog reznja (u odnosu na neokorteks) (Slika 8D).




Slika 8. Koronalni presjek mozga starosti 7 TNZ Prikazan metodom po Nisslu (A).
Mjerke: 1mm u A; 250um u B; 50um u C, D i E; 10 ym u F. EC — buduci entorinalni
korteks; GE — (eng. ganglionic eminence) ganglijski brezuljak; VZ — ventrikularna zona.
Strelice na D pokazuju sloj neuroblasta u budu¢em arhikorteksu. Strelice na slici F
pokazuju nedifierenciranije stanice kojih je razmjerno manje u odnosu ha one

morfoloski zrelije.

5.1.2. Rano fetalno razdoblje: 9. — 12. tjedana nakon zaceca

U najranijiem fetalnom razdoblju amigdala se mogu prepoznati u
ventromedijalnom dijelu buduéeg sljepootnog reznja, a na dostupnim uzorcima
mozemo pretpostaviti njihov smjestaj (Slika 9A), kao i poziciju nediferenciranih grupa
jezgara (Slika 9B). Prema dorzalno se nalazi striatum, &ija se granica ne moze jasno
definirati, a uodljiva je i dobro razvijena unutarnja kapsula &ija vlakna prolaze kroz
putamen. Citoarhitektonsko ustrojstvo amigdala je poprili€no homogeno u svakoj od
opisanih skupina jezgara i sadrzi ravnomjerno rasporedene neuroblaste razliitog
stupnja diferencijacije (Slika 9D). U buduéem piriformnom i periamigdaloidnom
korteksu, koji bi pretstavljao medijalnu sljepoo¢nu mozdanu koru na dostupnom
uzorku, nisu vidljivi slojevi, ali se formira kortikalna plo¢a (Slika 9C). Jasno je uoCljiv i
proliferativni (germinativni) epitel, tocnije, ventrikularna zona sljepooCnog reznja, iz
koje, budu¢i da se nalazi na samom vrhu ventrikla, stanice migriraju prema Kori

anteriornog dijela sljepoocnog reznja u sve tri dimenzije.
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Slika 9. Koronélni presjék moga tarost‘ Z pr.ikz.n metodorﬁ éo Niéslu (A).
Obiljezene su glavne anatomske strukture. Mjerke: 1mm u B; 100 ym u C; 50 ym u D.
BL — bazolateralni kompleks jezgara; Ce — centralna jezgra; Co — kortikalna jezgra; EC
— buduéi entorinalni korteks; GE — germinativni (proliferativni) epitel (ventrikularna zona
lateralnog ventrikla i kaudalni ganglijski brezuljak); Pir/PAC — buduéi piriformni
korteks/buduci periamigdaloidni korteks. Strelice u C pokazuju nezrele neurone Koji

formiraju kortikalnu plo¢u arhikorteksa.

Na samome pocetku ranog fetalnog razdoblja zamjecuje se povecanje
koronalnog presjeka amigdala. Na temelju lokalizacije moguce je raspoznati nakupine
stanica koje pripadaju bazolateralnoj grupi, centralnoj jezgri i kortikomedijalnoj grupi.
Granica amigdala nisu jasno odredene, stoga je bazolateralna grupa nejasno

ograni¢ena od bijele tvari sljepooCnoga reznja. Dorzalna granica centralne jezgre
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prema buducoj lentikularnoj jezgri nije jasna. Sada je jasno vidljiva zona bez stanica
(molekularni sloj) na podrucju periamigdaloidne odnosno piriformne mozZdane kore
(Slike 10B i D). Zamjetno je da neuroblasti u bazolateralnom kompleksu odgovaraju
mahom nezrelijim morfoloSkim stadijima SD2, SD3 i SD4 (Slika 10C). Striatum je jasno
vidljiv i ispresjecan vlaknima unutarnje kapsule, lateralno od bazolateralne grupe je
vanjska kapsula, dok u podru¢ju amigdala ne vidimo vlakna (Slika 11). Na uzorku
bojanom metodom po Golgiju moZemo prepoznati vlakna koja €ine lateralni migratorni

put (Slika 12).
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Slika 10. Koronalni presjek amigdala u 12 TNZ prikazan metodom po Nisslu.

Obiljezene su glavne anatomske strukture. Podru€je omedeno kvadratom na slici D je
prikazano uveéano na slici C. Mjerka: 25 mm u A; 1 mm u B i D; 50 um u C. Ce —
centralna jezgra, CI - (lat. capsula interna) unutarnja kapsula; Co — kortikalna jezgra,

BL — bazolateralna skupina jezgara, GE — germinativni (proliferativni) epitel.
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Slika 11. Koronalni presjek amigdala u 11 TNZ prikazan metodom srebrne
impregancije po Gallyas-u. Podru¢je omedeno kvadratom na slici A je prikazano

uvecano na slici B. Mjerka: 2.5 mmu A; 1 mm u B.

Slika 12. Koronalni presjek amigdala u 11 TNZ prikazan metodom po Golgiju. Podrucje

omedeno kvadratom na slici A je prikazano uveéano na slici B. Mjerka: 2.5 mm u A; 1
mm u B. Strelice ukazuju na lateralni migratorni put (eng. lateral migratory stream,

LMS).
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Slika 13. Na panelu su prikazani koronalni presjeci amigdala u dobi od 12 TNZ,

prethodno prikazani na Slici 10D, bojani razli¢itim imunohistokemijskim metodama.

Obiliezene su glavne anatomske strukture amigdala. Mjerke: 1 mm. C — centralna
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jezgra, Co/M — kortikalna jezgra/medijalna jezgra, B/L — bazalna i lateralna jezgara,

CGE/SVZ - kaudalni ganglijski brezuljak/subventrikularna zona lateralnog ventrikula.

Biljezi stani€nih elemenata

Bilieg postmigratornih zrelih neurona NeuN pokazuje homogenu raspodielu
pozitivnih stanica u amigdalama, nespecifichnu u odnosu na druge subkortikalne
strukture, a svakako manje izrazenu nego u kortikalnoj plo¢i u ovome razdoblju (Slika

13B).

GFAP (eng. glial fibrilar acidic protein) je specifican biljeg zrelih astrocita koji ne
nalazimo pozitivnim u amigdalama u ovoj dobi, StoviSe, reaktivnost je i manja nego u
okolnim podrudjima. Radijalna glija se ne mozZe raspoznati, a nema niti pozitivnih
protoplazmatskih astrocita kao u nekim diencefalickim strukturama na istome uzorku
(Slika 13C). Vimentin je specifiCan biljeg intermedijarnih citoskeletnih proteina
radijalne glije, koji kao i GFAP ne pokazuje pozitivhost u bazolateralnoj jezgri (Slike

13D).

Biljezi sinaptic¢kih elemenata i aksona

Bilieg proteina funkcionalnih sinapsi sinaptofizin oskudno je pozitivan u
amigdalama u ovome razdoblju (Slika 13E). Biljeg presinaptit¢kog proteina SNAP25,
pokazuje razmjerno slabiju toCkastu reaktivnost u svim jezgrama amigdala (Slika 13F),
a nalazi se i u aksonalnim vlaknima koja izlaze iz kore medijalnog temporalnog reznja.
SMI-312, bilieg epitopa aksonalnih neurofilamenta, zrelih aksona, u ovome stadiju ne
pokazuje reaktivnost u amigdalama (Slika 13G), nego tek osrednju aktivnost u 1Z uz
pozitiviziranje nekih aksona, ranije pokazanih sa SNAP 25. Biljeg rastucih aksona,
to€nije Cunji¢a rasta odnosno sinaptogeneze, GAP 43, ne pokazuje aktivhost u ovome

razdoblju u amigdalama (Slika 13H).
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Biljezi izvanstaniénog matriksa

Billeg fibronektina (Slika 14A), multifunkcionalnog glikoproteina ECM-a, koji
sudjeluje u migraciji i diferencijaciji neurona te navigaciji aksona, zatim bilieg na
glikoprotein tenascin-C (Slika 14B), koji je uklju¢en u navigaciju migriraju¢ih neurona i
aksona, te mehanizme plasti¢nosti, kao niti drugi biljezi ECM-a: NCAN (Slika 14C),
ukljuen u adheziju stanica i migraciju te bilieg na hondroitin-sulfat, CS-56 (Slika 14D),

nisu specificno pozitivni u amigdalama (Slika 14).

pa h D } - .
S Fibronektin ‘s - Tenascin C

C D

§ NCAN CS-56
Slika 14. Na panelu su prikazana amigdala obiljezena biljezima izvanstanicnog

matriksa: fibronektin, tenascin C, NCAN, CS - 56. Mjerke: 1mm.

Specifi€no pozitivni biljezi

Biljeg postmigratornih projekcijskih neurona kore telencefalona, Tbr-1, pozitivan

je u bazolateralnoj jezgri amigdala (Slika 15A i B).
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Slika 15. Koronalni presjek kroz srednju razinu amigdala u fetalnom mozgu starosti 12
TNZ, imunhistokemijski prikazan biljegom postmigratornih projekcijskih neurona Thbr-1.

Kvadrat omeden u A prikazan je u B. Mjerke: 25 mm u A, 1 mm u B.

5.1.3. Srednje fetalno razdoblje: 13. — 24. tjedana nakon za¢eéa

Amigdala u dobi od 15 TNZ (Slika 16A) poprimaju citoarhitektonski popriliéno
zreo izgled budué¢i da je mogucée uoditi daljnje podjele grade bazolateralne i
kortikomedijalne grupe (Slika 16B). Zamjetno je povecanje razmjernog koronalnog
presjeka bazolateralne grupe jezgara u odnosu na centralnu i medijalnu jezgru, koje je
sada moguce zasebno raspoznati, kao i periamigdaloidni korteks. Pri tome sredi$nju
jezgru ne mozemo na oshovi histolodkih obiljezja dodatno podijeliti, dok medijalnu ¢ine
dva homogena sloja stanica, povrsinski riedi i unutanji gusc¢i, u kojemu se nalazi i veéi
broj slabije diferenciranih stanica (strelice na Slici 16C). Periamigdaloidni korteks je
sada takoder diferenciraniji i moZzemo jasno raspoznati njegovu troslojnu gradu. Jasno
se mogu omediti bazalna, pomo¢na bazalna i lateralna jezgra, medusobno slicnih
dimenzija na koronalnom presjeku. Bazalna i pomoéna bazalna jezgra pokazuju i
regionalne razlike u gustoéi rasporeda stanica. Medijalni dio lateralne jezgre pokazuje
pocCetno grupiranje stanica u stupice (na koronalnom rezu) na svojoj ventralnoj povrsini
(zvjezdice na Slici 16D), a zamjetna je i granica prema proliferativnom epitelu koja se

prema medijalno gubi (strelice na Slici 16D). HistoloSke razlike u morfologiji stanica
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nisu jasno uocljive u ovoj dobi (Slika 16E). U lateralnom dijelu lateralne jezgre nalaze
se brojne stanice medusobno odijelijene vlaknima koja tuda prolaze zavijajuéi oko
lateralne jezgre prema dorzomedijalno (Slika 16F). Stanice lateralnog dijela lateralne

jezgre formiraju otocCice koji se prema dorzolateralno nastavljaju u claustrum stvarajuci

time prugasti izgled (Slika 16B).

) Koy
A : = law k'.’. ZRNAS
ika 16. Koronalni presjek mozga fetusa starosti 15 TNZ prikazan metodom po Nisslu

(A). Pravokutnikom je oznaceno podrucje na A prikazano je na slici B. Obiljezene su

glavne anatomske strukture, a razli¢itim bojama su oznalena podrucja koja su
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prikazana na slikama od C do F (zeleno - C, Zuto - D, plavo - E, crveno - F). Mjerke:
500 umu B; 100 umu D; 50 umu F; 10 um u C i E. AB - (eng. acessory basal nucleus)
- pomoéna bazalna jezgra; B — (eng. basal nucleus) - bazalna jezgra; B mc -
magnocelularni dio bazalne jezgre; B pc - parvocelularni dio bazalne jezgre; C - (eng.
central nucleus) - srediSnja jezgra; EC — entorinalni korteks; GE — germinativni
(proliferativni) epitel; Ic - interkalirane jezgre; NLOT — (eng. nucleus of lateral olfactory
tract) - jezgra lateralnog olfaktornog puta; L — (eng. lateral nucleus) - lateralna jezgra; L
lat - lateralni (strijatalni) dio lateralne jezgre; L med - medijalni (kompaktni) dio lateralne
jezgre, M — (eng. medial nucleus) - medijalna jezgra; ot — (eng. optic tract) - opticki
trakt; PAC — (eng. periamygdaloid cortex) - periamigdaloidni korteks. Strelice u C
pokazuju neurone u nizem stupnju diferencijacije koji su brojniji u dubljem sloju.
Strelice u D ukazuju na granicu izmedu amigdala i germinativnog epitela, zvjezdice

pokazuju stupove stanica izmedu septi.

Na temelju citoarhitektonske i histoloSke grade jezgrara amigdala u dobi od 18
TNZ se mogu dodatno podijeliti na manje sastavnice (Slika 17). Lateralnu jezgru sada
mozemo podijeliti na medijali i lateralni dio (Slika 17C). Lateralni dio je prugastog
izgleda, buduci da izmedu nakupina stanica prolaze snopovi aksona, a dalje lateralno
mozemo pronaci manje otoCice stanica koji se zbog morfoloske heterogenosti ne mogu
pribrojiti lateralnoj jezgri. Stanice medijalnog i lateralnog dijela lateralne jezgre su
morfoloski slicne, a radi se o malim do srednje velikim, okruglim stanicama, koje se
prikazuju tamnije obojane na Nissl preparatima. Osim temeljem morfologije, lateralnu
jezgru od susjedne bazalne je moguce razlikovati i na temelju gusto¢e rasaporeda
stanica, buduci su one rjede rasporedene u bazalnoj jezgri (Slika 17D). Ventrolateralna
granica medijalnog dijela lateralne jezgre je valovitog izgleda, te je ona odijeljena

podru¢jem s manjom gusto¢om stanica od susjednog zgusnutijeg sloja stanica. Na
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koronalnom rezu se to podrucje manje gusto¢e mjestimiéno proteZe i okomito prema
lateralnoj jezgri oblikujuéi tako nekoliko usporednih koSarastih odjeljaka u obliku slova
,U“ (Slika 17E). Okomite zone s manjom gustocom stanica mozemo nazvati kao ranije
Kostovic i Nikolic (191) septe (pregrade), a medusobno su poredane ha
ventrolateralnoj granici te su na dostupnom materijalu njihovi medusobni razmaci od
oko 150 do 300 ym. U bazalnoj jezgri mozZzemo uociti magnocelularni dio koji prema
ventralno prelazi u parvocelularni (Slika 17F). U dorzalnom, magnocelularnom dijelu,
su stanice rjede rasporedene nego one u parvocelularnom dijelu ili lateralnoj jezgri, a
prevladavaju velike svijetle stanice na uzorcima bojenim Nisslom. Prema
parvocelularnom dijelu smanjuje se udio velikih stanica, a one viSe nalikuju onima u
lateralnoj jezgri, uz nesto manju gusto¢u rasporeda. Medijalno se u parvocelularnom
dijelu ne uo€ava jasna granica prema pomoc¢noj bazalnoj jezgri. Pomoéna bazalna
jezgra je najmedijalnija od dubokih jezgara i sastoji se od izmijeSanih manjih tamnih i
velikih svijetlih stanica. Prema medijalno se ne moze uodciti granica s dubokim slojem
periamigdaloidnog korteksa, iako se moze opaziti razlika u citoarhitektonskoj gradi.
Prema dorzalno se uo€avaju medijalna i centralna jezgra. Medijalna jezgra je tankom
zonom bez stanica odvojena od pijalne povrSine, a sastoji se od gusto zbijenih
polimorfnih neurona srednje veli€ine koji oblikuju razmjerno homogenu skupinu.
Centralna jezgra nalazi se najdorzalnije od navedenih jezgara, sastoji se od manijih i
tamnijin te velikih i svijetlijihn stanica. Nadalje, mogu se uoCiti i male nakupine
interkaliranih jezgara koje se nalaze izmedu bazolateralne skupine jezgara. Dobro je
uocljiva i straznja kortikalna jezgra u svom prednjem dijelu, koja je jajolikog izgleda s
gusto zbijenim neuronima koji su usmijereni okomito na pijalnu povrsinu. Prema
medijalno ona prelazi u periamigdaloidni korteks koji se sastoji od tri sloja: sloja
siromasnog stanicama, zatim sloja gusto zbijenih stanica koji se stapa s najdubljim
slojem u kojem se nalaze rjede rastrkane stanice (Slika 17H). Vidljiva je i jasha granica

prema entorinalnom korteksu (Slika 17B).
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(A). Pravokutnikom je oznaceno podrucje koje je prikazano na slici B. Obiljezene su

glavne anatomske strukture, a razli¢itim bojama su oznaCena podrucja koja su

prikazana na slikama od C do H (crno - C, crveno - D, zuto - E, naran&asto - F, plavo -
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G, zeleno - H). Strelice na slici E pokazuju septa u medijalnoj lateralnoj jezgri. Mjerke:
25mmuB; 500 umu C, EiG; 250 umu D, FiH. AB - (eng. acessory basal nucleus)
pomocna bazalnha jezgra; AB mc - magnocelularni dio pomoéne bazalne jezgre; B -
bazalna jezgra; B mc - magnocelularni dio bazalne jezgre; B pc - parvocelularni dio
bazalne jezgre; C - (eng. central nucleus) srediSnja jezgra; C lat — lateralni dio
centralne jezgre; C med — medijalna centralna jezgra; Co(P) — (eng. cortical nucleus
(posterior)) - kortikalna jezgra (straznja); Ic - interkalirane jezgre; L — lateralna jezgra; L
lat - lateralni (strijatalni) dio lateralne jezgre; L med - medijalni (kompaktni) dio lateralne
jezgre, M — medijalna jezgra; ot - opticki trakt; PAC (3 i s) - periamigdaloidni korteks (3 i

sulkalni).

Biljezi stani€nih elemenata

Koristeéi biljeg za zrele postmitoticke neurone NeuN uoCili smo brojne pozitivhe
stanice u lateralnoj jezgri, iako u ventralnim dijelovima lateralnog i medijalnog
segmenta postoje podru¢ja s manje NeuN pozitivnih stanica (strelice, Slika 18B). U
bazalnoj jezgri uoen je manji broj NeuN pozitivnih stanica, dok je podrucje u
parvocelularnom dijelu bazalne jezgre bilo gotovo potpuno imuno-negativno (zvjezdice,
slika 18B). UoCava se i kako u magnocelularnom dijelu pomoéne bazalne jezgre postoji
veca koncentracija NeuN-pozitivnih neurona nego prema dubokim slojevima
povrSinske skupine jezgara, €iji neuroni pokazuju i nesto jacu reaktivnost. Sli¢an nalaz
mozemo Vvijedti i promatranjem MAP 2 biljega, koji je poprilicno ujednacen u svim
podrucjima amigdala uz iznimku smanjene reaktivnosti na ventralnoj granici medijalnog
dijela lateralne jezgre oko septi i parvocelularnog dijela bazalne jezgre (strelice, Slika
18C). Jednako tako, bazalna jezgra opcenito pokazuje jasan manjak zZiv€anih stanica
koje su pozitivne na MAP 2 (zvjezdice, Slika 18C). Nadalje, u srediSnjoj jezgri
uoCavamo neravnomjernu prisutnost zrelih ziv€anih stanica, a u periamigdaloidnom
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korteksu zamjecujemo pozitivhe velike stanice u sloju Il, kao i ravhomjernu raspodjelu

pozitivnih stanica u sloju lll (Slike 18 B i C).
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Slika 18. Na panelu su prikazani koronalni presjeci amigdala u dobi od 18 TNZ
prikazani na Slici 12, bojani razli€itim imunohistokemijskim metodama. AB mc -
magnocelularni dio pomoéne bazalne jezgre; AB pc - parvocelularni dio pomoéne
bazalne jezgre; B mc - magnocelularni dio bazalne jezgre; B pc - parvocelularni dio
bazalne jezgre; Ce - srediSnja jezgra; Co(P) — (straznja) kortikalna jezgra; Ic -
interkalirane jezgre; L | - lateralni (strijatalni) dio lateralne jezgre; L m - medijalni
(kompaktni) dio lateralne jezgre, M — medijalna jezgra; ot - opti¢ki trakt; PAC(s/3) -
periamigdaloidni korteks (sulkalni/3); CalR- kalretinin. Mjerke: 2.5mm; mjerke u

uvecanim kvadratima: 50 ym.

GFAP pozitivne stanice smo uodili u ve¢em broju u ventralnom dijelu medijalne
lateralne jezgre (strelice, Slika 18C; Slike 19A i B) i u medijalnoj jezgri. Pojedinaéno se
GFAP-pozitivhe stanice mogu uociti u magnocelularnim dijelovima bazalne i pomoéne
bazalne jezgre te u slojevima stanica entorinalnog i periamigdaloidnog korteksa (Slike
18C i 19A,B). Vimentin-pozitivna vlakna su iz proliferativnog epitela tangencijalno
usmjerena u odnosu na ventralnu granicu amigdala, zavijaju oko lateralne jezgre, a
prema ventromedijalnoj granici i pomocnoj bazalnoj jezgri amigdala se nejasno gube
(Slike 18D i 19 C,D). Od biljega interneurona vazno je izdvojiti da smo uogili i prve

kalretinin-pozitivne stanice u lateralnoj jezgri (strelice, Slika 18H).
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Slika 19. Amigdala u dobi od 18 TNZ imunhistokemijski prikazana biljezima za glija

stanice: GFAP (A i B) i vimentinom (C i D). Mjerke: 25 mm u Ai C; 500 ymu BiD. L
med - medijalni (kompaktni) dio lateralne jezgre; GE — germinativni (proliferativni)
epitel. Zvjezdica pokazuje vimentin pozitivha vlakna usporedno s povrSinom

bazolateralne jezgre.

Biljezi sinaptiékih elemenata i aksona

Sinapti¢ki biljeg sinaptofizin pokazuje reaktivhost u oba segmenta lateralne
jezgre, a ona je pri tome postupno slabije izrazena prema ventrolateralnoj granici dok
je izrazeno reaktivna u prostorima septi (Slika 18E). Reaktivnost je prisutna i u
internukleranim fibrilarnim podrucjima izmedu jezgara bazolateralne skupine (strelice,
Slika 18E). Slicno kao i kod lateralne jezgre, parvocelularni segmenti bazalne i

pomocne bazalne jezgre su slabo reaktivni, dok magnocelularni pokazuju umjerenu
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reaktivnost. Osim toga, reaktivnost pokazuje molekularni sloj periamigdaloidnog
korteksa, a nesto slabiju njegovi duboki slojevi (Slika 18E). Kortikalna jezgra je slabo
reaktivha, dok medijalna i srediSnja jezgra pokazuju najviSu razinu reaktivnosti od svih
jezgara amigdala (uvecanje, Slika 18E). Sinapti¢ki bilieg SNAP 25 pokazuje najveéu
reaktivnost u internuklearnim podrucjima (Slika 18F). NeSto manje izrazenija
reaktivnost prisutna je u parvocelularnom dijelu pomoéne bazalne jezgre, odnosno
srediSnjoj i medijalnoj jezgri. Lateralna jezgra pokazuje opcenito nesto slabiju
reaktivnost, ali je ona izrazena u podruc¢jima septi (Slika 18F). U prostoru izmedu
medijalnog dijela germinativhog sloja i bazalne, odnosno, pomoc¢ne bazalne jezgre
nalaze se uski i dugacki tracci imuno-reaktivnosti koji predstavljaju aksonalna vlakna
(Slika 18F). Periamigdaloidni korteks pokazuje znalajnu reaktivnost u molekularnom
sloju, a ponesto slabiju i u slojevima Il i lll (Slika 18F). Speci¢an biljeg zrelih aksona
SMI 312 ne pokazuju specifiCnu reaktivhost u amigdalama u ovome razdoblju (Slika

18G).

Biljezi izvanstaniénog matriksa

Biljeg izvanstani€nog matriksa NCAN pozitivan je u internuklearnim podrucjima te
u molekularnom sloju periamigdaloidnog korteksa. U medijalnom dijelu lateralne jezgre
pokazuje pojaanu reaktivnost koja odgovara septima (Slika 20A i B). PAS-Alc
naglasenija reaktivnost je u lateralnoj jezgri, ali ona slabi prema dorzalno.
Periamigdaloidni korteks je slabije reaktivan (Slika 20C). Biljeg izvanstanicnog matriksa
tenascin C pokazuje reaktivnost u molekularnom sloju periamigdaloidnog korteksa,
medijalnoj i centralnoj jezgri. Naglasenija reaktivnost je takoder uoCena u podrucjima
ventralno od medijalnog dijela lateralne jezgre, septima (Slika 20D). Biljeg
izvanstanicnog matriksa fibronektin pokazuje nesto jacu reaktivnhost u molekularnom
sloju periamigdaloidne jezgre i u medijalnom segmentu lateralne jezgre, te nesSto
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slabiju u dorzalnim dijelovima jezgre (Slika 20E). Biljeg izvanstani¢nog matriksa CS-56

pokazuje reaktivnost u centralnoj i medijalnoj jezgri, te u prostorima izmedu jezgara

(Slika 20F).

Slika 20. migdala u dobi od 18 TNz imunhisokemijski prikazana biljezima
izvanstani¢énog matriksa: NCAN, PAS-Alc, tenascin C, fibronektin, CS - 56. Mjerke: 2.5

mm A; 0.5 mm B.
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Na temelju histolo3kih obiljezja u dobi od 22 TNZ amigdala pokazuje zreo izgled
(Slika 21B). U medijalnome dijelu lateralne jezgre uocljiva je valovita ventrolateralna
granica, odvojena zonom oskudnom stanicama od stanica germinativhog epitela,
toénije od migrirajué¢ih neurona koje polaze od ventrikularne zone lateralnog ventrikla
(Slika 21E). Ta zona manje gustoée stanica na dostupnom materijalu ne oblikuje
segmente okomite na povrdinu lateralne jezgre, septa, koje su bile vidljive u ranijem
razdoblju. Lateralna jezgra se citoarhitektonski razlikuje prema bazalnoj jezgri, jer
pokazuje veéu gustocu manijih stanica i tek poneku veliku svijetlu stanicu na Nisslu
preparatu (Slika 21G), Sto nije slu¢aj u bazalnoj jezgri (Slika 21H). Na dostupnim
preparatima mozemo razlikovati parvocelularni od magnocelularnoga dijela bazalne
jezgre, kao i kontinuitet parvocelularnog dijela s onim pomoc¢ne bazalne jezgre koja se
nalazi medijalnije (Slika 21F). Pomo¢nu bazalnu jezgru se teze dijeli na temelju
histoloSkih obiljeZja. Ta jezgra u svom ventromedijalnom dijelu nejasno prelazi u
amigdalohipokampalno podruéje, koje je pak nejasno ograni¢eno prema dubokom sloju
sulkalnog periamigdaloidnog korteksa, prisutnog u semianularnom sulkusu. U ovom
razdoblju moZemo uoditi i posteriornu kortikalnu jezgru koja je homogenijeg i zbijenog
izgleda na presjeku, odvojena uskom zonom bez stanica od pijalne povrSine i u
bliskom odnosu s medijalnom jezgrom. Nije moguce raspoznati razliCite slojeve
kortikalne jezgre (Slika 21C). Medijalna jezgra je manje uocljiva od kortikalne,
vjerojatno zbog manje gustoce stanica u njoj, deblja je od kortikalne te je rasprSena
prema pomocnoj bazalnoj jezgri, a njenu slojevitu gradu se teze raspoznaje (Slika
21C). SrediSnja jezgra je na opisanom uzorku ispresjecanog kontinuiteta uslijed
prolaska krvnih Zzila, te se ne mogu uociti pojedinacni segmenti niti homogenost u
njenoj gradi (Slika 21D). Na serijskim rezovima kroz sljepooCni rezanj mozga moguce

ju je jasno raspoznati.
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B semianular

(A). Pravokutnikom je obuhvaéeno podrucje koje je prikazuje amigdala (B), u njihovoj
srediSnjoj rostrokaudalnoj trecini. Obiljezene su glavne anatomske strukture, a
razli¢itim bojama su oznaCena podrucja koja su prikazana na slikama od C do H

(zeleno - C, zuto - D, plavo - E, crveno - F, crno - G, naran€asto - H). Mjerke: 2.5 mm u
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B; 500 ymu C, Di E; 250 ym u F; 50 ym u G i H. AB - pomoc¢na bazalna jezgra; AH -
amigdalohipokampalno podrucje; B - bazalna jezgra; B mc - magnocelularni dio
bazalne jezgre; B pc - parvocelularni dio bazalne jezgre; CA — prednja komisura; Ce -
srediSnja jezgra; Co(P) - (straznja) kortikalna jezgra; EC - entorinalni korteks; GE —
germinativni (proliferativni) epitel; L - lateralna jezgra; L lat - lateralni (strijatalni) dio
lateralne jezgre; L med - medijalni (kompaktni) dio lateralne jezgre, LV - lateralni
ventrikul; M - medijalna jezgra; PAC(s) - periamigdaloidni korteks (sulkalni). Zvjezdice
na slici E pokazuju podrucja gdje se pretpostavljaju podru¢ja manje gustoce stanica,

septe, opisane u ranijim razdobljima.

Biljezi stani€énih elemenata

NeuN postmigratorni neuroni su sada homogeno rasporedeni u lateralnoj jezgri,
dok jo$ uvijek postoji njihov rjedi raspored u parvocelularnom dijelu bazalne i pomoéne
bazalne jezgre (zvjezdice, Slika 22B) u odnosu na dorzalne, magnocelularne dijelove.
Reaktivnost na NeuN pokazuju i neuroni sloja Il periamigdaloidnog korteksa odnosno

sloj Il /Il u medijalnoj jezgri (strelica, Slika 22B).

GFAP pozitivne stanice pronalazimo u jezgrama centromedijalne grupe, dok se
na njihov nesto rjedi raspored nailazi u jezgrama bazolateralne grupe (Slika 22C).
Uzduz ventralne granice lateralne jezgre uolili smo GFAP pozitivna vlakna koja
radijalno ulaze u amigdala (Slika 23B), paralelno su poredana (Slika 23C i D), a
najbolje se mogu uociti u septima (Slika 23F). Vlakna su pozitivna i na vimentin (Slika
22D), tako da nalazimo kako se ventralne strane ulaze u amigdala (Slika 24C),
izrazenije u prostorima septi (Slika 24D), a kroz bazolateralnu grupu jezgara su
paralelno usmjerena te mjestimi¢no konfluiraju ¢€ineci tako uo€ljivija podrucja (Slika

22B).
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Slika 22. Prikazani su koronalni presjeci amigdala u dobi od 22 TNZ. Mjerka: 2.5mm.
AB - pomoéna bazalna jezgra;, AHA - (eng. amygdalohipocampal area) -

amigdalohipokampalno podrudje; B mc - magnocelularni dio bazalne jezgre; B pc -

parvocelularni dio bazalne jezgre; CA - commisura anterior; C - sredi$nja jezgra; Co(P)
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- (straznja) kortikalna jezgra; EC - entorinalni korteks; L lat - lateralni (strijatalni) dio
lateralne jezgre; L med - medijalni (kompaktni) dio lateralne jezgre, LV - lateralni

ventrikul; M - medijalna jezgra; PAC(s) - periamigdaloidni korteks (sulkalni).

Slika 23. Amigdala u dobi od 22 TNZ imunhisto
stanica, GFAP. Prikazana su amigdala u cjelosti (A), a podrudja omedena
pravokutnicima prikazana su C i E. Podru¢ja omedena pravokutnicima na slikama C i E
su prikazana s njihove desne strane. Mjerke: 25 mm u A; 250 umu C, E i F; 100 ym u
B i 50 um u D. Zvjezdice na slici C pokazuju podrucje gdje se lakSe uoCavaju

usporedna GFAP pozitivha vlakna.

79



Slika 24. Amigdala u dobi od 22 TNZ imunhistokemijski je prikazana biliegom radijalnih
glija stanica, vimentinom. Na slici gore lijevo su prikazana amigdala u cjelosti, a
podrucja omedena pravokutnicima prikazana su na slikama B, C i D. Mjerke: 2.5 mm

A; 500 ymu B i D; 250 umu C.

U ovom razdoblju kalretinin - pozitivhe stanice dosta su brojne u medijalnoj i
lateralnoj jezgri, a zamjetno manji broj pozitivnih stanica nalazimo u bazalnoj jezgri.
Pomocéna bazalna jezgra pokazuje osrednji broj pozitivnih stanica (Slika 22F). Moguce

je uoditi kalretinin pozitivhe stanice uzduz lateralnog migratornog puta (strelice, Slika

25B).
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Slika 25. Amigdala u dobi od 24 TNZ imunhistokemijski prikazana biljegom
interneurona, kalretininom. Pravokutnik oznacen u A prikazan je u B. Strelice ukazuju

na kalretininske neurone uzduz LMS-a. Mjerke: 2.5 mm A, 1 mm B.

Biljezi komponenti sinapsi i aksona

U ovom razvojnom razdoblju sinaptofizin reaktivnost prisutna je homogeno u
cijelim amigdalama (Slika 22E), sada i u ventralnom dijelu medijalne lateralne jezgre
(zvjezdice, Slika 22E), dok je ventrolateralni rub naglaseno pozitivan (strelice, Slika
22E). U ovome razdoblju specificni billeg aksona SMI312 pokazuje reaktivhost u
amigdalama, izraZenije dorzalno (zvjezdica, Slika 22G) i u internuklearnim podrucjima.

Biljeg mijelnizacije SMI99 ne pokazuje reaktivnost amigdalama (Slika 22H).

Biljezi izvanstaniénog matriksa

Izrazito intenzivnu reaktivnost na fibronektin nalazimo u molekularnom sloju
periamigdaloidne jezgre i medijalnom segmentu lateralne jezgre, a nesto oslabljeniju u
vrhovima undulirane granice (Slika 26A i B). Biljeg izvanstaniéne tvari PAS-Alc
prisutan je jednakim intenzitetom u cijelim amigdalama, te je neSto slabija reaktivhost
duz ventralne granice amigdala i u straznjoj kortikalnoj jezgri (Slika 26C). Naglasenija
reaktivnost na tenascin-C se uo€ava u molekularnom sloju periamigdaloidnog
korteksa, medijalnoj i sredisSnjoj jezgri, te takoder u podrucjima septi (Slika 26D). NCAN
je slabije prisutan u internuklearnim podrucjima te u sloju | straznje kortikalne jezgre. U
ostatku amigdala je homogeno slabog intenziteta (Slika 26E). Reaktivnost na CS-56

nalazimo u srediSnjoj i medijalnoj jezgri, te u prostorima izmedu jezgara (Slika 26F).
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Slika 26. Amigdala u dobi od 22 TNZ imunhistokemijski prikazana biljezima
izvanstanicnog matriksa: NCAN, PAS-Alc, tenascin C, fibronektin, CS - 56.

Pravokutnik oznagen u A prikazan je u B. Mjerke: 2.5 mm A; 0.5 mm B.
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Specifiéno pozitivni biljezi

Neuropeptid Y je pozitivan u nekim stanicama dubokog sloja medijalne jezgre

amigdala (Slike 27C i D).

Slika 27. Koronalni presjek amigdala u dobi od 21 TNZ prikazan sa NeuN (A i B) i NPY
(C i D). Na slici B obiljezene su glavne strukture amigdala. Mjerke: Tmm u B i C, 500
pm u D. AB — pomoéna bazalna jezgra; B mc — magnocelularni dio bazalne jezgre; B
pc — parvocelularni dio bazalne jezgre; CA —commisura anterior; C — sredi$nja jezgra,;
Co(P) — kortikalna jezgra (straznja); EC — entorinalni korteks; L — lateralna jezgra; L lat
— lateralni (strijatalni) dio lateralne jezgre; L med — medijalni (kompaktni) dio lateralne
jezgre, LV — lateralni ventrikul; M — medijalna jezgra; PAC(s) — periamigdaloidni korteks

(sulkalni).
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5.1.4. Kasno fetalno razdoblje: 25. — 34. tjedana nakon zacec¢a

Amigdala se u dobi od 26 TNZ mogu jasno uociti na koronalnom presjeku
mozga, prvenstveno jer na ventrolateralnoj granici nailazimo na diskretnu zonu s manje
stanica koja ozna¢ava vanjski rub amigdala (Slike 28B i E). Duboke jezgre dominiraju
povrS§inom na koronalnom presjeku i sada mozZemo jasnije raspoznati njihove
histoloSke razlike. Lateralna jezgra se moze podijeliti na medijalni i lateralni dio, sa
vec¢inom uniformnim srednjim do velikim stanicama. Bazalna sadrzi male i srednje
velike stanice, raznolikog oblika, koje se intenzivno bojaju Nissl metodom, a izmjeSane
su s vecim, svijetlijim i okruglim stanicama (Slika 28C). Pomoc¢na bazalna jegra moze
se jasno raspoznati po jasnoj granici prema bazalnoj jezgri, a u histoloSkom smislu
sadrzi veéi udio velikih, okruglih i svijetlih stanica, koje su nesto rijede rasporedene
nego u bazalnoj jezgri (Slika 28D). Pomocna bazalna jezgra prema dorzalno nejasno
prelazi u duboke slojeve periamigdaloidnog korteksa. Prema medijalno se nalazi
prijelaz prema stanicama germinativnog epitela koje se preklapaju u odnosu prema
povrsini sliepooCnog reznja. Mogu se zamietiti i interkalirane jezgre u prostoru izmedu
bazalne i lateralne jezgre kao male, guste skupine manijih, okruglih, tamno obojanih
stanica Nissl-ovom metodom (Slika 28B). Entorinalni korteks sadrzi Sest slojeva, a u
poducju amigdala prelazi u troslojni periamigdaloidni korteks (Slika 28G). Na prijelazu
se moze uociti gubitak dubokih slojeva, a u svom rostralnom dijelu se entorinalni
korteks moZe klasificirati kao rostralni ili olfaktorni. Oralni dio periamigdaloidnog korteks
se nastavlja na entorinalni, a obiljeZavaju ga stanice sloja | i Il koje oblikuju nakupine.
Jasnije pojavljivanje slojeva i gubitak nakupina te taniji slojevi | i Il upuéuju na to da se
vjerojatno radi o PACL1 regiji. Ona se prema lateralno nastavlja u prednju kortikalnu
jezgru, s rasprsenim slojem Il (Slika 28F). Prednja kortikalna jezgra se potom nastavlja
na piriformni korteks koji pokazuje stanice koje su gusce rasporedene i koje se jaCe

bojaju Nisslovom metodom. Prednje amigdaloidno podrucje nejasno je definirano
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podru¢je i u svom posteriornom dijelu se nalazi izmedu kortikalne, srediSnje i

bazolateralne skupine jezgara.
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Slika 28. Koronalni presjek mozga fetusa starosti 26 TNZ prikazan metodom po Nisslu
(A). Pravokutnikom je obuhvaéeno podrucje koje je prikazuje amigdala (B), u njihovoj
srediSnjoj rostrokaudalnoj trecini. Obiljezene su glavne anatomske strukture, a
razli€itim bojama su oznaéena podrucja koja su prikazana na slikama od C do H (Zuto
— C, zeleno — D, plavo — E, crno — F, crveno — G). Strelice na slici G pokazuju
pretpostavljeni prijelaz izmedu kortikalnih polja. Mjerke: 2.5 mm u B; 500 pm u F i G;
250 um u C, D i E. AAA — (eng. Anterior amygdaloid area) — prednje amigdaloidno
podrucje; AB — pomocna bazalna jezgra; B — bazalna jezgra; C — srediSnja jezgra; CoA
— (eng. Anterior cortical nucleus) - prednja kortikalna jezgra; EC — entorinalni korteks;
EO - olfaktorni dio entorinalnog korteksa; ER — rostralni dio entorinalnog korteksa; GE
— germinativni (proliferativni) epitel; Ic — interkalirane jezgre; L — lateralna jezgra; L med
— medijalni dio lateralne jezgre; LV — lateralni ventrikul; PAC (o/1) — periamigdaloidni

korteks (oralni/1); Pir — piriformni korteks, str — striatum.

Biljezi stani€nih komponenti

NeuN pozitivhe stanice nalaze se podjednako u svim slojevima entorinalnog i
periamigdaloidnog korteksa te u podrucju prednje kortikalne jezgre. Lateralna i bazalna
jezgra pokazuju ujednacenu reaktivnost, dok pomoéna bazalna i srediSnja jezgra ne
sadrze mnogo NeuN pozitivnih stanica (Slika 29B). Kalretinin pozitivhe stanice se
sada mogu uoCiti u vecem broju u bazalnoj i lateralnoj jezgri, a mjestimic¢no i u ostalim

jezgrama (Slika 29F).

GFAP-pozitivne glija stanice nalazimo ravnomjerno rasporedene u
amigdalama, a osobito su uocljive u kortikomedijalnoj grupi jezgara (Slika 29C).
Takoder, GFAP-pozitivha vlakna ulaze u amigdala, $to je o€ito u medijalnom dijelu
bazolateralne grupe jezgara. Vlakna su pozitivnha i na vimentin, koji pokazuje oskudnu

reaktivnost u samoj amigdaloidnoj jezgri, ali se moze uoCiti kako se navedena
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vimentin-pozitivna vlakna proteZu od germinativhog epitela prema medijalnoj
sljepoo¢noj mozdanoj kori, usporedno s ventralnom granicom amigdala u koja, kako je

vec opisano, ulaze (strelica, Slika 29D).

Biljezi elemenata sinapsi i mijelinizacije

Imunoreaktivhost na sinaptofizin pokazuje ujednaenu prisutnost u cijelim

amigdalama (Slika 29E), a ventralna granica je i dalje jasno naznacena.

Bilieg SMI312 pokazuje reaktivnost ponajprije u vlaknima dorzalno od
bazolaterlane jezgre (Slika 29G), ali se reaktivnost vidi i ventralno od bazolateralne
grupe jezgara amigdala. U ovome razdoblju nema specificne reaktivnosti na biljeg
mijelinizacije SMI 99 u samim jezgrama amigdala (Slika 29H), a diskretnu reaktivhost

nailazimo ventralno i u intranuklearnim podrucjima.

87



e

Slika 29. Prikazani su koronalni presjeci amigdéla u dobi od 26 TNZ A prikézuje

presjek prikazan na slici 5. AAA — prednje amigdaloidno podrucje; AB — pomocna

bazalna jezgra; B — bazalna jezgra; C — srediSnja jezgra; CoA — prednja kortikalna
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jezgra; EO/ER — olfaktorni/rostralni dio entorinalnog korteksa; L — lateralna jezgra;

PAC(0/1) — periamigdaloidni korteks (oralni/1); Pir — piriformni korteks. Mjerka: 2.5 mm.

Biljezi izvanstaniénog matriksa

Jasnu reaktivnost na CS-56 nalazimo izrazenu u molekularnom sloju (I)
kortikomedijale grupe jezgara, dok je ostatak amigdala slabo reaktivan (Slika 30A).
UocCava se jaCa reaktivnost ventralno od amigdala (Slika 30B). Intenzitet PAS-Alc
histokemijskog bojanja je izrazeniji u kortikomedijalnoj grupi stanica i pomoc¢noj
bazalnoj jezgri, dok je slab u bazalnoj i lateralnoj jezgri (Slika 30C). Reaktivhost na
tenascin-C se uoCava u molekularnom sloju periamigdaloidnog korteksa, te u
intranuklearnim  prostorima dorzalno od bazolateralne jezgre (Slika 30D).
Imunoreaktivnost na fibronektin diskretno je prisutna u prostorima izmedu
pojedinacnih jezgara (Slika 30E). NCAN je umjereno pozitivan u intranuklearnim
podrucjima te u sloju | prednje kortikalne jezgre, a diskretno jacu reaktivnost pokazuje
u pomocnoj bazalnoj jezgri. U ostatku amigdala je homogenog i slabijeg intenziteta

(Slika 30F).
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Sllka 30. Amigdala u dobi od 26 TNZ imunhistokemijski prikazana bllje2|ma
izvanstanicnog matriksa: NCAN, PAS - Alc, tenascin C, fibronektin, CS — 56.

Pravokutnik oznacen A prikazan je B. Mjerke: 2.5 mm A,C,D,E i F; 0.5 mm B.
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Specifiéno pozitivni biljezi

Ventralno od bazolateralne jezgre nailazimo na pozitivan traak odnosno na

stanice pozitivne na biljeg migriraju¢ih neurona, doublecortin (DCX) (Slika 31A).

Stanice su negativne na biljeg proliferacije Ki-67 (Slika 31B) . Unato¢ tome, nailazimo

na stanice pozitivne na SOX 2 protutijela, koja se specificno veZzu za transkripcijski

faktor klju€an za stani¢nu pluripotentnost i najéeSc¢e eksprimiran u mati¢nim stanicama

(Slika 31C i D).

— Ki-67
C D
D
Sox-2 Sox-2

Slika 31. Amigdala u dobi od 26 TNZ imunhistokemijski prikazana biljegom migrirajucih

neurona doublecortinom (A), biljegom proliferacije Ki-67 (B) i billegom mati¢nih stanica

SOX-2 (C i D). Pravokutnik ozna¢en u C prikazan je u D. Mjerke: 25 mm u A, B i C;

0.5 mmu D.
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5.1.5. Perinatalno razdoblje: 35. — 38. tjedana nakon za¢eca

Amigdala su jasno uocljiva u medijalnom teporalnom reznju mozga u dobi od 38
TNZ (Slika 32A). Lateralna jezgra moze se podijeliti na dva segmenta, a histoloski
nalikuje bazalnoj jezgri iako sadrzi manji broj velikih neurona (Slika 32D). Ventralna
granica medijalnog dijela lateralne jezgre je valovita i jasno odvojena zonom bez
stanica od zaostatnog sloja migrirajucih stanica (Slika 32E), koji je u ovoj fazi razvoja
slabije istaknut duZ cijele ventromedijalne granice amigdala. Bazalnha jezgra je u
bliskom odnosu sa lateralnom, ali se prema mediodorzalno jasno odvaja od pomocne
bazalne jezgre. 1Izmedu bazalne jezgre i podlezecih stanica germinativnog epitela prvo
se nalazi sloj koji je gotovo bez stanica, a zatim se moZe uoiti sloj stanica poredanih u
tangencijalno orijentirane nizove u odnosu na povrSinu amigdala (Slika 32F). U
pomoc¢noj bazalnoj jezgri su stanice rijede poredane, a udio velikih, svijetlih stanica je
vedi (Slika 32C). Moze se podijeliti na magnocelularni i parvocelularni dio s obzirom na
histolo8ku gradu. Nejasno prelazi prema dubokim slojevima periamigdaloidnog
korteksa. Na medijalnoj povrSini temporalnog korteksa entorinalni korteks prelazi u
sulkalni periamigdaloidni u kojemu su raznoliko orijentirani neuroni slabo izrazene
laminacije. Sulkalni je periamigdaloidni korteks izbo&en, a nastavija se u
periamigdaloidni korteks 1, sa jasnim slojem I, velikim stanicama sloja Il i raspr§enim
slojem Il (Slika 32G). Prema lateralno prelazi u piriformni korteks temporalnog reznja.
Nejasno uodljivo podruCje osrednje gustoCe stanica izmedu periamigdaloidnog
korteksa i bazolateralnin jezgara mozemo promatrati kao nastavak prednjeg

amigdaloidnog podrucja. Neuroni su mali do srednji i nepravilno orijentirani.
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(A). Pravokutnikom je obuhvaéeno podrugje koje prikazuje amigdala (B), u njihovoj

anteriornoj rostrokaudalnoj trecini. Obiljezene su glavne anatomske strukture, a
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razli€itim bojama su oznacena podrucja koja su prikazana na slikama od C do G (Zuto -
C, crno - D, zeleno - E, plavo - F, crveno - G). Strelice na slici ¢ oznagavaju velike
stanice vidljive u pomocnoj bazalnoj jezgri. Strelice na slici e oznaCuju granicu
medijalnog dijela lateralne jezgre. Zvjezdica na slici F nalazi se na granici izmedu
bazalne jezgre i zaostatnog sloja migrirajucih stanica germinativnog epitela. Mjerke: 2.5
mm u B; 500 yum u E, Fi G; 50 um u C i D. AAA - prednje amigdaloidno podruéje; AB -
pomocna bazalna jezgra; B - bazalnha jezgra; EC - entorinalni korteks; L - lateralna
jezgra; L med - medijalni dio lateralne jezgre; PAC(s/1) — sulkalni/l periamigdaloidni

korteks; PirT — temporalni piriformni korteks.

Biljezi stani€énih elemenata

NeuN pozitivni neuroni su podjednako prisutni u svim segmentima amigdala, a
nesto slabije u pomoénoj bazalnoj jezgri i prednjem amigdaloidnom podrucju. Granica
amigdala je jasna, odnosno ventralna granica bazolateralne jezgre je oStro ograni¢ena
zonom bez stanica (Slika 33B). MAP 2 reaktivne stanice se nalaze u svim jezgrama, ali
je u kortikomedijalnoj grupi jezgara stani¢na morfologija vidljiva bojenjem ovim biljegom
mikrotubula (strelice, Slika 33E). GFAP reaktivnhe glija stanice se nalaze u ostatku
germinativnog epitela, periamigdaloidnom korteksu i u nakupinama u bazolateralnim
jezgrama. Jasno povecan broj je uz ventralni rub (Slika 33C). Vimentin pokazuje
oskudnu reaktivnost u zaostatnom germinativnom epitelu, uzduz ventromedijalne
granice amigdala (Slika 33D). DCX pozitivne stanice mogu se pronaci u bazalnoj i

lateralnoj jezgri i uz ventralni rub amigdala (Slika 33F).
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Re NeuN

Vimentin

— ' MAP2 — DCX

= “SMI312 — SMI 99

Slika 33. Na panelu su prikazani koronalni presjeci amigdala u dobi od 38 TNZ.
Najgornji red lijevo prikazuje presjek prikazan na Slici 35. AAA - prednje amigdaloidno
podru¢je; AB - pomocna bazalna jezgra; AB mc - pomoéna bazalna jezgra,
magnocelularni dio; AB pc - pomoéna bazalna jezgra, parvocelularni dio; B - bazalna

jezgra; EC - entorinalni korteks; L med - medijalni dio lateralne jezgre; L | — lateralni dio
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lateralne jezgre; PAC(s/1) — sulkalni/l periamigdaloidni korteks; PirT — temporalni

piriformni korteks. Mjerka: 2.5 mm.

Biljezi aksona

SMI 312 pozitivha vlakna se nalaze u gu$éem rasporedu u prostoru koji
omeduje bazolateralnu grupu jezgara, dorzalno u amigdalama i u molekularnom sloju
stanica entorinalnog, periamigdaloidnog i piriformnog korteksa (Slike 33G i 34B). U
bazalnoj i lateralnoj jezgri se nalaze rijetko rasporedena pozitivha vlakna (Slike 33G i
34C), medusobno razmjerno paraleleno usmjerena, dok su dorzalno od bazalne jezgre
vlakna usmjerena u svim smjerovima. Aksoni koji prolaze kroz lateralni dio lateralne

jezgre su takoder pozitivha i medusobno usporedno poloZena (Slike 33G i 34D).

‘o F

///

Slika 34. Amigdala u dobi od 38 TNZ imunhistokemijski bojana pan-aksonalnim
bilegom SMI312. U A su prikazana amigdala u cjelosti, a podruja omedena
pravokutnicima, prikazana su na B, C i D. Mjerke: 2.5 mm u A; 500 ym u D; 250 ym u
B; 100 um u C. Strelice pokazuju SMI 312 pozitivna vlakna u lateralnom dijelu lateralne

jezgre.
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Biljezi mijelinizacije
SMI 99 pokazuje reaktivnost u podrucju koje omeduje bazolateralnu grupu
(Slika 35A), gdje su pronadena i aksonalna vlakna. Periamigdaloidni korteks pokazuje
nespecificnu pozitivhost, srednje gusto rasporedene oligodendrocite (Slika 35B).
Podruéja koja su pozitivha na SMI99 unutar jezgara amigdala mogu se razabrati (Slika
35C). Takoder, NF 200, bilieg dugackih mijeliniziranih AB vlakana, pokazuje reaktivhost

oko bazolateralne grupe jezgara, kao i raniji biljeg aksona (Slika 35D).
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Slika 35. Amigdala u dobi od 38 TNZ imunhistokemijski bojana biljezima mijelinizacije:
SMI99 (A, B i C) i NF 200 (D). Na slikama A i D prikazana su amigdala u cjelosti, a
podru¢ja omedena pravokutnicima su prikazana na slikama B i C. Mjerke: 2.5 mmu A i

D; 500 umu B C.
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Biljezi izvanstaniénog matriksa

Biljezi izvanstanicnog matriksa tenascin C (Slike A i B), CS - 56 (Slika D),
NCAN (Slika F) i fibronektin (Slika E), u ovome razdoblju pokazuju sli¢nu regionalnu
reaktivnost, pri ¢emu je ona naglasenija u molekularnom (I) sloju periamigdaloidnog
korteksa i ventralno od amigdala uz aksonalna vlakna. Intenzitet PAS - Alc histoloskog
bojanja je slabiji u bazalnoj i lateralnoj jezgri, a naglasenoji u pomoc¢noj bazalnoj jezgri i

ventralno uzduz aksonalnih vlakana (Slika C).

— TenasCin C  s— Tenascin C
c e D
PAS - Alc =— CS - 56
E h F
X G Fibronektin NCAN

Slika 36. Amigdala u dobi od 40 TNZ imunhistokemijski bojana biljezima
izvanstani¢nog matriksa: Tenascin C, NCAN, PAS-Alc, fibronektin, CS - 56. Podrucje
omedeno na slici A prikazano je uve¢ano u B. Mjerka: 2.5 mm u A,C,D,Ei F; 0.5 mmu

B.
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5.2. MRI volumetrijska analiza

5.2.1. Volumeni ljudskih amigdala mjereni na in vitro MRI

Deset in vitro snimljenih fetalninh mozgova Zagrebacke neuroembrioloSke zbirke u
dobi izmedu 13 i 38 TNZ izabrano je za segmentaciju i volumetrijsku analizu amigdala
(Slike 38 i 39). Apsolutni volumen amigdala poveéava se s povecanjem gestacijske

dobi (Slika 37).
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Slika 37. Prikaz porasta mjerenog apsolutnog volumena amigdala izrazen u mm?2 (y-
0S) u odnosu na gestacijsku dob izrazenu u TNZ (x-0s). Vrijednosti na y-osi po€inju sa

6 TNZ, najranije kada su opisana amigdala po Miiller i O’'Rahilly (189).
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Slika 38. In vitro T1 MRI snimka fetalnog mozga u dobi od 22 TNZ. Primjer pokazuje

izvrSen postupak segmentacije amigdala u vise presjeka u koronalnoj ravnini.
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Slika 39. In vitro T1 MRI snimka fetalnog mozga u dobi od 30 TNZ. Amigdala su
oznacCena crvenom bojom u 3 anatomske ravnine: koronalne (gore lijevo), sagitalne
(gore desno) i aksijalne (dolje lijevo). Dolje desno je prikazana trodimenzionalnha
rekonstrukcija amigdala. A — anteriorno, P — posteriorno, L — lateralno, M — medijalno,

V —ventralno, D — dorzalno.
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5.3. Analiza ekspresije gena u ljudskim amigdalama
Koristeéi javno dostupnu bazu podataka genske ekspresije u ljudskome mozgu
(Kang 2011) pronasli smo gen specificno eksprimiran u amigdalama i strijatumu.
Transkripcijski faktor DLX-6 pokazuje viSestruko veéu ekspresiju u amigdalama tijekom
prenatalnog razvoja u odnosu na neokorteks i druge strukture SZS (slika 59).

Posnatalno se ekspresija ovoga gena smanjuje, $to implicira ulogu u fetalnom razvoju.
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Slika 40. Intenzitet signala ekspresije gena DLX-6 u razliCitim regijama ljudskog mozga
tijekom prenatalnog i postnatalnog perioda. Vidljiva je visoka ekspresija gena (zuto
obojano) u amigdalama i strijatumu tijekom prenatalnog razdoblja, a u odnosu na druge
regije mozga. Intenzitet signala prikazan je na ordinati kao njegov binarni logaritam.
NCX-neokorteks, HIP — hipokampus, AMY — amigdala, STR - strijatum, MD —
mediodorzalna jezgra talamusa, CBC — cerebelarni korteks. Preuzeto i prilagodeno sa

javno dostupne baze podataka: https://hbatlas.org/pages/hbtd.
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5.3.1. DLX-6 u razvoju mozga

DLX geni obuhvacaju obitelj homeoti¢nih (eng. homeobox) gena €ija je uloga
evolucijski oCuvana, a imaju mnogo sli¢nosti sa Distal-less (DII) genima koji sudjeluju u
embrionalnom razvoju vinske musSice (lat. Drosophila melanogaster). Radi se o
transkripcijskim faktorima koji su eksprimirani po jasnim prostorno-vremenskim
obrascima prilikom razvoja u kraniofacijalnom primordiju, bazalnom telencefalonu i
diencefalonu, te u ekstremitetima i genitalnom pupoljku. Kod sisavaca je Sest DLX
gena rasporedeno u tri para usko povezanih transkripcijskih jedinica: DLX-1/DLX-2,
DLX-3/DLX-4 i DLX-5/DLX-6 (215). Vecina ih je eksprimirana tijekom morfogeneze
osjetnih organa i osteoblasta (213), a imaju i vaznu ulogu u migraciji i diferencijaciji
odredenih populacija subpalijalnih prekursorskih stanica koje se kasnije diferenciraju u

razliCite tipove GABA-ergickih interneurona (214).

Istrazivanja na miSjim modelima su pokazala da njihova ekspresija prati
vremenski, prostorni i funkcionalni slijed u VZ/SVZ embrionalnih ganglijskih brezuljaka,
a svaki DLX gen moze igrati specifi¢nu ulogu u diferencijaciji razli€itih tipova stanica u
razliitim regijama mozga. Pri tome se DLX-1 i DLX-2 uglavhom nalaze u
neuroepitelnim stanicama VZ, dok je DLX-5 uglavnom izrazen u stanicama SVZ-a i
migriraju¢im neuroblastima (216). Jednako tako je pokazano i da su DLX5 i 6 regulatori
razvoja parvalbuminskih interneurona (217,218), a DLX-5 se eksprimira u
interkaliranim jezgrama amigdala i strijatuma, dovodeci ih u embriogenetsku i
filogenetsku vezu (219). Za DLX- 6 je pokazano da sudjeluje razvoju u nucleus
accumbens, tuberculum olfactorium i srediSnje jezgre amigdala u mozga miSa (220-

222).
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5.3.2. Ekspresija DLX-6 u fetalnim amigdalama

Primjenom imunohistokemijskog bojanja prikazali smo DLX-6-pozitivhe stanice
na mozgovima starosti 17 i 20 TNZ. Pozitivhe stanice dominantno se nalaze u
ganglijskim brezuljcima i podru¢ju buduée kore, medutim, vidljiva je i jasna ekspresija u
srediSnjoj jezgri amigdala, koja se na horizontalnim rezovima nalazi najdorzalnije u

podrucju koje odgovara amigdalama (Slika 41).

Kako bi poblize odredili o kojim se stanicama radi, koristili smo metodu dvostruke
imunoflourescencije pri ¢emu smo uz obiljezavanje DLX-6 stanica koristili i neuralne

(NeuN i GADG67) i glijalni biljeg (GFAP).

NeuN je biljeg zrelih postmigratornih neurona koji u vecini stanica kolokalizira sa
DLX-6 biljiegom. Dvostruka imunoflourescencija je pokazala i da GAD-67 pozitivhe
stanice eksprimiraju DLX-6. Od biljega za glija stanice koristili smo GFAP, a DLX-6
pozitivne stanica ne poklapaju se s glijalnim biljegom GFAP. Sveukupna saznanja
navode na zakljuCak da se DLX-6 eksprimira u GAD pozitivnim neuronima u ranom

fetalnom razdoblju (Slike 42 i 43).
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Slika 41. Imunohistokemijsko bojenje transkripcijskog faktora DLX-6 na horizontalnom
presjeku fetalnog mozga Covjeka starosti 20 (slike A,C,E) i 15 (slike B,D,F) TNZ. Na
slikama A i B prikazani su presjeci fetalnih mozgova, a kvadratom je oznaceno
podrucje na kojemu se nalaze amigdala. Obiljezeno podrucje je uvecano na slikama C
i D, a crnim je kvadratom oznacena centralna jezgra amigdala. Na slikama E i F vidljivo

je intenzivno bojanje stanica.
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Slika 42. Horizontalni presjeci kroz sredi$nju jezgru amigdala, 20 TNZ (A, B, C). Biljezi

su oznaceni razli¢itim bojama na slikama: DLX (A, zeleno), NeuN (B, crveno) i DAPI
(C, plavo). Neke stanice koje eksprimiraju NeuN kolokaliziraju sa DLX-6 (C, strelice), a
vidljivo je da GFAP pozitivhe stanice ne kolokaliziraju sa DLX-6-pozitivhim stanicama
(G). Koronalni rez kroz sredidnju jezgru amigdala, 17 TNZ (D, E i F). Prikazan je dio
srediSnje jezgre, a biljezi su oznaceni razli€itim bojama na slikama: DLX-6 (D, crveno),
GADG67 (E, zeleno) i DAPI (F, plavo). Neke od GADG67 pozitivnih stanica kolokaliziraju

sa DLX-6 (slika F, strelice).
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Slika 43. Horizontalni presjeci kroz srediSnju jezgru amigdala fetalnog mozga starosti
17 TNZ. Kvadrat na slici A prikazan je uve¢an na slici B. Prikazani su dijelovi srediSnje
jezgre, a biljezi su oznaceni razlicitim bojama na slikama: MAP 2 (A i B, zeleno), NeuN

(B, crveno) i DAPI (A, plavo).
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6. RASPRAVA

Amigdala se formiraju na granici izmedu palliuma i subpalliuma i sastoje se od
viSe grupa jezgara koje sadrze viSe razliitih tipova stanica, pa je s obzirom na takvu
heterogenost za ocekivati i njihovo sloZzeno razvojno podrijetlo. Veéina autora koji su
prouCavali razvoj amigdala iz anatomske i citoarhitektonske perspektive smatra kako
su amigdala subpalijalnog podrijetla, odnosno kako stanice migriraju iz medijalnog i
lateralnog ganglijskog brezuljka, pa im se misljenja razlikuju prvenstveno u tome Koji
ganglijski brezuljak prednjaci kao izvor stanica. Prema vecini (9, 223, 224), buduce
stanice amigdala migriraju uglavnom iz LGE, Sto su potkrijepili prikazivanjem manjih
grupa stanica za koje su smatrali da su u procesu migracije prema amigdalama. U
jednom od razmjerno novijih istrazivanja, Muller i O'Rahilly (189) pretpostavljaju kako
se jezgre primordijalnih amigdala u embrionalnom razdoblju pronalaze isklju€ivo u
podru¢ju MGE, izuzev kortikalne jezgre koja se proteze i u podrucje LGE, pa su na
temelju toga zaklju€ili kako dominantno dolazi do migracije stanica iz susjednog MGE.
Svakako su daljnji dokazi o genezi amigdala s vremenom nadogradeni pracenjem
specificne ekspresije transkripcijskih faktora i gena koji reguliraju razvoj mozga u
glodavaca, tako da postoje pokazatelji kako neuroni amigdala potje€u i iz palliuma
(ventralnog i lateralnog, na granici sa subpalijumom) (225,226). Nadalje, prepoznate su
i razlike u podrijetlu s obzirom na vrstu stanica tako da je pretpostavljeno da se neuroni
koji eksprimiraju palijalne biljege diferenciraju u ekscitacijske projekcijske neurone
(227,228,229), dok bi GABA—ergicki interneuroni bili iz subpallium-a (227,230,231,232).

Vecina jezgara ima viSe razliCitih tipova zivCanih stanica, stoga je s obzirom na
prevladavajuci tip stanica u pojedinoj jezgri uoCeno da su bazolateralna grupa i
kortikalna jezgra vecinom palijalnog podrijetla, dok se prednja, centralna i medijalna
jezgra te interkalirane jezgre mogu uglavnom smatrati izvedenicama subpallium-a
(229,232,233). Vecina neurona subpallium-a su GABA-ergicki, Sto se potvrduje

ekspresijom Mash i DLX 1/2/5 regulatornih gena (234). Strijatalni dio subpallium-a
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(LGE) karakteriziran je ekspresijom DLX 1/2/5 gena u VZ, te nedostatkom ekspresije
Nkx 2.1, a takve odlike nalazimo u neuronima centralne jezgre i u interkaliranim
jezgrama (227,231). Drugi dio subpallium-a, palidalni ili MGE, specifilno eksprimira
regulatorne gene Nkx2.1 i Lhx 6 u VZ i moguce je da se tamo rada veCina neurona
medijalne jezgre (231,232). Cini se da medijalna jezgra ima razvojno najheterogenije
populacije neurona u amigdalama i pretpostavlja se da dio neurona medijalne jezgre
potjece i iz preoptickog dijela subpallium-a (228,231,232), a dio dijeli razvojno podrijetlo
i sa oksitocinskim i vazopresinskim neuronima, na koje pritom nailazimo i u NIST

(232,235).

U ovome istrazivanju su koristena dva imunohistokemijska biljega koja se odnose
na podrijetlo neurona u amigdalama Covjeka. Imunohistokemijsko bojenje na Tbr-1,
transkripcijski faktor koji je fundamentalan za diferencijaciju kortikalnih projekcijskin
neurona, pokazuje kako bazolateralna grupa sadrzi neurone pozitivne na taj biljeg, a
vjerojatno se radi o projekcijskim neuronima koje su Braak i Braak (24) opisali, koji bi
prema tome bili palijalnog podrijetla (228). Nasuprot tomu, pronalazak transkripcijskog
faktora DLX-6 u GABA-ergiCkim neuronima centralne jezgre govori o njihovom
vjerojatnom subpalijalnom podrijetlu, koje je u skladu sa dosadasnjim pretpostavkama
0 podrijetlu centralne jezgre iz strijatalne podjedinice subpalliuma, LGE (227,231). U
skladu s tim su i Cinjenice da je DLX-2 karakteristicno eksprimiran u neuronima misjeg
subpallium-a (236) te da transkripcijske faktore DLX-1 i 2, te 5 i 6 nalazimo viSestruko
eksprimirane u fetalnim amigdalma i strijatumu Covjeka (214). Takoder se moze
nadodati i da u prilog tezi o podrijetlu tih neurona iz LGE ide i njihova morfologija, jer
nalikuju na MSN (eng. medium spiny neurons), karakteristicne neurone strijatuma.
Ukoliko zaklju€imo da je odredena populacija neurona centralne jezgre iz LGE, logi¢no
je pretpostaviti da oni migriraju duz vlakana radijalne glije putem LMS, buduci da on

zavrSava u centormedijalnom dijelu amigdala (237).
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Osim MGE i LGE, u kontekstu zasebnog izvora stanica amigdala se spominje i
kaudalni ganglijski brezuljak (CGE). Do sada je za ovaj nastavak medijalnog i
lateralnog ganglijskog brezuljka, koji prati lateralni ventrikul, opisano kako sudjeluje u
radanju nekih populacija interneurona centralne i bazomedijalne jezgre u miSa
(230,238), koji migriraju prema anteriorno dijelom tzv. kaudalnog migratornog puta do
podru¢ja amigdala (230,236,239). Kaudalni migratorni put, uz medijalni i lateralni,
predstavlja migracijski put za stanice u amigdala miSa, koji se formira nakon
udaljavanja amigdala od bliskog anatomskog polozaja s proliferativnim epitelom koji
producira stanice (240). Nadalje, u razmjerno nedavnom su radu Garcia-Callero i
suradnici (241) razradili sveukupan koncept migracije stanica u amigdalma sisavaca
tako da je postavljena hipoteza kako stanice migriraju putem zasebnih ,histogenetskih
jedinica“ po nastavcima radijalne glije, od ventrikularne zone prema pijalnoj povrsini, i
potom se zaustavljaju u odredenom polozaju, tj. odredenoj jezgri kao sto se to dogada
kod razvoja kore. Na navedenu migraciju se nadovezuje tangencijalna migracija tako
da je sveukupno migriranje stanica u amigdalama slozen proces u viSe razli€itih
smjerova, s vise tipova stanica i njihovih putanja. Analogno tome kod Covjeka dolazi do
migracije stanica iz proliferativnih zona prilikom &ega se oni u jednom trenutku odvoje
od radijalne glije i krenu s daljnjom diferencijacijom. Stanice u pocetku migriraju u
susjedna podrucja iz ganglijskin brezuljaka, a kasnije, kada su udaljenosti od
proliferativnih zona prema amigdalama vecCe, one mogu pratiti migracijske rute
(143,242), primjerice, LMS koji prolazi lateralnom povrS§inom putamena i spusta se
prema ventromedijalno u amigdala. Potrebno je nadodati i da kaudalni i medijalni
migratorni putevi opisani u glodavaca nisu opisani u kontekstu migracije stanica u
podru¢je amigdala u Covjeka (212). Druge stanice koje su su palijalong podrijetla
migriraju iz VZ lateralnog temporalnog reznja prema pijalnoj povrSini i pripadaju
lateralnom i ventralnom palijumu (243). Ulfig (190) je prikazao stanice koje migriraju

uzduz vimentin pozitivnih vlakana iz VZ temporalnog reznja prema ventralnoj granici
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amigdala. Pretpostavio je da vlakna polaze od CGE, iako ona medu sobom moraju
sadrzavati i vlakna iz VZ temporalnog reznja (244) koja pripadaju pallium-u i polaze u
pripadajuéu koru sljepooénog reznja. Vimentin-pozitivnha vlakana su primjeéena i u
ovome radu, dakle, nastavci radijalne glije polaze od ventrikularne zone lateralnog
ventrikla, uzduz kojih, prema dosada$njim saznanjima i pretpostavkama, migriraju
stanice podrijetlom iz palijalne VZ i subpalijalne CGE prema kori anteriornog

temporalnog reznja, amigdalama, ali i drugim strukturama.

Nedugo nakon prepoznavanja neuroblasta koji pripadaju amigdalama, u
embrionalnom razdoblju dolazi do znaajnog povecajnja strukture i ubrzo postaje
najrazvijenija struktura u hemisferi. Stanice migriraju prema pijalnoj povrsini iz
ganglijskin brezuljaka i iz palijalne ventrikularne zone i raspoznavanje bilo kojeg
bazalnog ganglija je u ovoj fazi razvoja otezano, medutim, formiranje kore je zamjetnije
i u paleokorteksu se stvara zamjetan sloj mladih Ziv€anih stanica. Paleokortikalna
plo¢a, koja ¢e formirati i buduéi periamigdaloidni korteks, se razmjerno rano sastoji od
zbijenog sloja neuroblasta, §to je u skladu s tvrdnjom da se razvija najranije od svih

kortikalnih regija palium-a (145).

U kasnijem embrionalnom razdoblju prepoznaju se osnovne grupe jezgara koje
se diferenciraju na temelju smjestaja: centralna, bazolateralna i kortikmedijalna grupa.
Pribliznih su povrSina na koronalnom presjeku, a buduéi da nema razvijenih
intranuklearnih kapsula, pojedinacni raspored jezgara se ne moze jasno utvrditi.
Potrebno je nadodati da su raniji autori (189,9) koristili serijske rezove i da su
vjerojatno radi toga mogli identificirati pojedinacne grupe vec sa 5 i pol TNZ: prednje
amigdaloidno podrucje, zatim kortikomedijalnu i bazolateralnu grupu jezgara, koje se
prema njima pojavljuju istovremeno. Takoder su istaknuli i da se centralna jezgra
pojavljuje istovremeno s diferencijacijom kortikomedijalnog i bazolateralnog kompleksa,

$to nije primjeceno. Nisu pronadeni niti dokazi koji bi upucivali na urastanje kore koje je
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opisao Johnston (7), ali koje su i opovrgnuli kasniji autori (9,189). Krajem embrionalnog
razdoblja vlakna unutarnje kapsule prelaze podrucje ganglijskin brezuljaka i dijele
amigdala od talamusa i kaudatusa, dok u podruCuju amigdala ne nailazimo na

aksonalna vlakna osim lateralno smjestena vlakna vanjske kapsule.

Vazno je ne izostaviti i usporedni razvoj monoaminergi¢kog sustava koji je
povezan s razvojem amigdala, buduci da uz njudna podrudja stvara neke od prvih veza
s amigdalama. Razmjerno rano u razvoju SZS, u dobi od oko 5 TNZ, se mogu
prepoznati serotoninske i katekolaminske grupe jezgara (245,246), a TH+ vlakna iz
katekolaminskih jezgara (locus ceruelus i ventralno tegmentalno podrucje) sudjeluju u
formiranju MFB snopa, kojega se moze identificirati ve¢ sa 6 TNZ (144,247). MFB je
jedna od glavnih komunikacija unutar limbi¢kog sustava i povezuje bazalni telencefalon
sa tegmentumom, a od pocetka razvoja se nalazi u bliskom anatomskom odnosu s
amigdaloidnim podru¢jem, medutim, potrebno je nadodati da Verney (144) nije opisala
direktna TH+ vlakna koja ulaze u amigdaloidno podrucje, nego vlakna koja oko 7. do 8.
TNZ invadiraju bazalne glangije (144), dok su Muller i O'Rahilly (189,247) opisali kako
vlakna MFB snopa invadiraju amigdaloidnu regiju sa 6 TNZ. Serotoninska vlakna nisu
izriCito opisana u smislu rane inervacije amigdaloidnog podrucja, ali je opisano kako iz
raphe jezgara aksoni prate MFB snop u jednakim vremenskim okvirima kao i
katekolaminska vlakna (245,248), pa se moze pretpostaviti da je to i put inervacije
amigdala. U kaudalnom nastavku MFB snopa se sa 6 TNZ odvaja i tractus solitarius,
jedna od centralnih struktura srediSnje autonomne mreze s vaznom viscerosenzornom
ulogom, a prepoznaje se i interpedunkularna jezgra (247). Od ostalih veza se najranije
formiraju one s njudnim sustavom, pri ¢emu se tuberculum olfactorium povezuje s
podruc¢jem amigdala ve¢ sa 6 TNZ, a direktna vlakna iz bulbus olfactorius putem stria
olfactoria lateralis sa 7 TNZ (247), stvarajuci time osnovu za prvi osjetni modalitet koji
inervira kortikomedijalnu grupu jezgara amigdala. Kolinergi¢ka vlakna nisu opisha da u

ovome ranom razdoblju inerviraju amigdala, ali je opisano kako se priblizavaju
112



medijalnome limbiCkome korteksu iz kolinergickih jezgara bazalnog telencefalona
direktno kroz prekomisurni septum (186). Eferentna vlakna iz amigdala u vidu strije
terminalis, kao i rane veze s talamusom i lateralnim habenularnim jezgrama se mogu
prepoznati takoder sa 7 TNZ (247). 1z svega navedenoga mozemo zakljuciti kako su
amigdala najkasnije sa 7 TNZ sigurno znacajno povezana s vec¢inom glavnih struktura

limbi¢kog sustava, i uz ranu inervaciju od strane monoaminergi¢kog sustava.

Ulaskom u fetalno razdoblje zamjetno je poveéanje volumena amigdala, ali jos
uvijek nisu razvijene intranuklearne lamine pa se jezgre ne mogu jasno opcrtati.
Nalazimo i na razmjerno rijetku reaktivnost neurona na protutijelo protiv NeuN, biljega
postmigratornih neurona (249), §to moze ukazivati na prisutnost nezrelih neurona koji
su vjerojatno jo$ u procesu migracije. Zivéane stanice su slabo reaktivne i na MAP 2
(250), Sto govori i 0 aktualnom sazrijevanju ziv€anih stanica u ovoj fazi razvoja. U
amigdalama ne nailazimo na GFAP pozitivhe glija stanice, a vimentin pozitivha vlakna
radijalne glije su puno rijede rasporedena u amigdalama i ostalim bazalnim ganglijima
nego u proliferativnim zonama, moguce radi viSestrukih migracijskih pravaca odnosno
istovremene tangencijalne migracije u tim podruc¢jima. Vazno je napomenuti da u
ovome razdoblju nema znacajnih razina zrelih sinapsi kao primjerice u nekim
diencefali¢kim regijama, $to potvrduje izostanak reaktivnosti sinaptofizina, dok biljeg
aksonalnih ¢unji¢a rasta (GAP 43) ne pokazuje reaktivhost. Prema navedenome
mozemo zakljuciti kako ne dolazi masivnijeg uspostavljanja novih sinaptickih veza ili
urastanja aksona u ovome razdoblju. Vazno je nadodati i kako drugi biljeg
presinapti¢kih elemenata zrelih sinapsi SNAP 25 pokazuje ravnomjernu, ali diskretnu
aktivnost, medutim, on boji i aksonalna vlakna (251) koja se mogu prepoznati i
imunohistokemijskim bojanjem sa SMI 312. Posebno se mogu razaznati aksoni koji
izviru ispod kortikalne ploCe medijalnog sljepoo€nog reznja i prakticno ,prelaze® preko
podruc¢ja amigdala te se ne doima da prate glavne kortikalne aksonalne snopove, pa je

moguce i da se radi o kortikotalamiCkim aksonima s obzirom na difuzno kortikalno
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izviranje iz kore sljepoo€nog reznja i njihovu usmjerenost. Osim tih aksona, ocrtavaju
se i aksoni intermedijarne zone telencefalona. Daljnja znacajka ovoga razdoblja
ukljuCuje stvaranje molekularnog sloja u paleokorteksu koji sadrzi i prve GFAP
pozitivhe astrocite (145). Oni se uobi¢ajeno prvo pocinju pojavljivati sa 15 TNZ u
peripaleokortikalnoj kori inzule (253), Sto govori o ranoj histoloSkoj maturaciji
paleokorteksa (187). U ovome razdoblju su uz pomoé DTI (eng. diffusion tensor
imaging) neuroslikovne metode opisana i vlakna koja povezuju amigdala sa
temporalnom i orbitalnom korom frontalnog reznja, pretpostavljajuc¢i tako razmjerno
rano uspostavljene veze izmedu amigdala i mozdane kore (192), medutim, odredeni
nesrazmjer postoji s obzirom na nesto ranije opisana limbicka aksonalna vilakna u
odnosu na primijeéene uspostavljene sinapti¢ke kontakte u amigdalama na nama
dostupnim uzorcima. Iz tog razloga mozemo pretpostaviti kako vjerojatno postoje veze
izmedu navedenih struktura, ali da one nisu masivne i time jasno prepoznate na
uzorcima u kojima su koridteni imunohistokemijski biljezi sinapsi. Prema tome bi daljnje
urastanje aksona bilo moguce prateéi te rane veze, ali i aksonalna vlakna uocCena

pomocu DTI metode mogu predstavljati i masivnije, tek rastu¢e aksone.

Tijekom daljnjeg razvoja dolazi do pojavijivanja intranuklearninh kapsula i
amigdala pocinju dobivati zreliji izgled. Bazolateralni kompleks se jasno podijeli na
lateralnu, bazalnu i pomoc¢nu bazalnu jezgru, koje su podjednakih povrSina na
koronalnim presjecima. Dolazi i do povecanja povrSine kore sliepoo¢nog reznja Sto
moze utjecati na sveukupnu rotaciju amigdala (189). Moze se raspoznati i ventralna
granica amigdala koja je zamjetnija u lateralnom dijelu, iako za sada nije odijeljena
zonom bez stanica kao $to je to opisano u nesto kasnijim razdobljima (190). Granica
medijalnog dijela lateralne jezgre je valovita (undulirana), $to odgovara ranijim opisima
(189, 191), pri €¢emu vecina vlakana radijalne glije prolazi od proliferativnog sloja
tangencijalno pokraj lateralne jezgre, tako da je omeden pars striatalis jasno ogranicen.

Iz ovih nalaza stoga mozda mozemo pretpostaviti i brzi odnosno veci rast
114



bazolateralne grupe jezgara, s obzirom da osnovnoj migraciji iz MGE i LGE moZemo
pridodati i ranije opisanu ventralnu migraciju iz proliferativnog sloja lateralnog ventrikla i
CGE. U svakom slucaju takav brzi rast sigurno utje€e na opazenu rotaciju amigdala i
njihovo ,odvajanje“ od okolnog neuropila. Vlakna radijalne glije koja su ranije bila
usmjerena prema bazolateralnoj jezgri u ranom fetalnom razdoblju sada radi rotacije
amigdala sve izrazenije zavijaju oko lateralne jezgre. Vazno je nadodati i da se
pretpostavljena migracija stanica iz ventrikularne zone lateralnog ventrikla samo
manjim dijelom odvija prema amigdalama, a drugim, veéim dijelom se odvija prema
mozdanoj kori sljepooCnog reznja i ostalim strukturama, tako da u konacnici vecina
vlakana radijalne glije koja se nalazi uz amigdala ne ulazi u nju. Takoder je vazno
nadodati i da su na dostupnim materijalima prikazani samo presjeci stvarne
trodimenzionalne migracije, pri ¢emu su vlakna radijalne glije presejéena vise ili manje
okomito. S druge strane, u rastu Kkortikomedijalne grupe jezgara je uocljivo
citoarhitektonsko sazrijevanje, jer medijalna jezgra i periamigdaloidni korteks imaju
formiranu troslojnu gradu, dok je centralna jezgra sada jasno vidljiva. Nadalje,
pojavljuju se interkalirane jezgre u fibrilarnim viaknima izmedu jezgara, najviSe izmedu
bazalne, lateralne i centralne jezgre. Jezgru lateralnog njusnog tracka je teSko
identificirati, $to je u suglasju s ranijim nalazima da je njena lokacija varijabilna (189). U
ovome razdoblju moZemo uspjesno opcrtati amigdala na in virto MRI snimkama jakosti

polja 3T uz koriStenje VIBE sekvence.

Stanice amigdala u dobi od 18 TNZ sazrijevaju $to potvrduje veci broj pozitivnih
NeuN postmigratornin neurona. Vazno je izdvojiti da je uoCen manji broj pozitivnih
stanica i to prvenstveno u bazalnoj jezgri, a zatim i u ventralnim dijelovima lateralne i
(parvocelularnom dijelu) pomocne bazalne jezgre. U kombinaciji s MAP 2, koji u
bazalnoj jezgri boji razmjerno malen broj neurona, mozemo zakljuciti da postoji
odredeni dorzoventralni raspon gustoc¢e tih biliega i da su to podrudja u kojima se

mozda najduze odvijaju histogenetski procesi. Osim tih regija mozemo uoditi i da sli¢ne
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karakteristike pokazuje centralna jezgra. Jednako tako, moguce je uociti i prve glija
stanice pozitivne na GFAP u amigdalama, koje se nalaze u medijalnoj i jednim dijelom
u ventralnom dijelu lateralne jezgre. Opisano je da se tijekom razvoja GFAP pozitivhe
stanice pojavljuju sa 16 TNZ oko velikih aksonalnih viakana, a navedene jezgre sadrze
veliki broj zrelih astrocita u svim slojevima, §to upucéuje na njihovo rano sazrijevanje
(253). U ovome razdoblju se u lateralnoj jezgri po€inju prikazivati i neuroni pozitivni na
kalretinin, $to se samo djelomi¢no poklapa s dosadasanjim istrazivanjima, buduéi da
vec€a koncentracija kalretinin pozitivnih neurona u centralnoj i medijalnoj jezgri nije
uoCena. Setzer i Ulfig (254) su opisali kalretininske neurone u 5. gestacijskom mjesecu
i to ponajviSe u medijalnoj i centralnoj jezgri, ¢emu odgovara i pronalazak u
amigdalama u odraslome mozgu (255). Buduéi da je poznato da u ranom fetalnom
periodu produkcija kalretininskih interneurona potje€e iz CGE (256), a tek kasnije se
samo dio neurona predodredenih za koru prefrontalnog reznja stvara u vanjskoj
ventrikularnoj zoni pallium-a (257), moZemo pretpostaviti da neki kalretininski neuroni u
amigdalama potjeCu iz CGE (244), iako smo ih opazili kako vjerojatno migriraju prema
lateralnoj jezgri amigdala duz LMS. Opcéenito su medu interneuronima amigdala
opisani morfoloSki raznoliki nepiramidni neuroni, aspinozni ili rijetko spinozni
interneuroni, koji podsjecaju na kortikalne zvjezdaste neurone i za koje se pretpostavlja
da su uklju¢eni u lokalne neuronske krugove (255). Najvaznija je specifi¢nost uotena u
ovoj fazi razvoja izrazena sinaptogeneza u medijalnoj i centralnoj jezgri te u svim
slojevima periamigdaloidnog korteksa. Biljezi funkcionalnih sinapsi sinaptofizin i SNAP
25 su sada jasno pozitivni u navedenim regijama, a podjednaku raspodijelu reaktivnosti
prate i biljezi izvanstani€nog matriksa (258): prvenstveno tenascin C (258) i NCAN
(260), inaCe ukljuCeni u migraciju i navodenje stanica i aksona. Buduci da su rane
konekcije izmedu kortikomedijalne grupe jezgara i drugih struktura limbickog sustava
uspostavljene jo§ u embrionalnom i ranom fetalnom razdoblju, vjerojatno se radi o

masivnijem uspostavljanju veza koristeCi prethodno ustanovljene veze kao okvir, po
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ranije opisanom pretpostavljenom modelu. Ovdje je vazno spomenuti i da su u ovome
razdoblju, to¢nije od 16. do 20. TNZ, opisana i limbi¢ka kolinergi¢ka vlakna koja od
jezgara bazalnog telencefalona suprakalozalno dolaze do parahipokapalnog girusa i
inerviraju podrucje amigdala (186). Osim opazene pozitivnosti sinaptiCkih biljega i
razvojnog izvanstanicnog matriksa u kortikomedijalnoj grupi jezgara, potrebno je
spomenuti za kasniji dio diskusije i da su ti biljezi izrazenije pozitivni i u intranuklearnim
laminama, kao i u podrucjima septi. Naime, u ovome razdoblju, specificno za razvoj
Covjeka, u medijalnom dijelu lateralne jezgre jasno se vide podru¢ja vece gustoée
stanica koja su odjeljena zonama bez stanica, sli¢nih dimenzija opisanih u ranijem radu
Nikolica i Kostovica (191). Takva organizacija nije pronadena u pomoc¢noj bazalnoj
jezgri, kako tvrdi Ulfig (190), iako je spomenuo da je potrebno koristiti rezove veée od
20 ym kako se ne bi previdjeli diskretni prostori septi. Nikoli¢ i Kostovi¢ (191) su
pretpostavili da je takva organizacija posljedica urastanja kortikalnih aksona, dok Ulfig i
suradnici (190) pretpostavijaju da vlakana radijalne glije mjestimi¢no polaze iz
proliferativhog epitela i pravocrtno se nastavljaju u amigdala. U ovome razdoblju je to
teSko osporiti na medijalnoj povrSini koja grani¢i sa pomoénom bazalnom jezgrom,
medutim, na prostoru lateralne jezgre granicu izmedu amigdala i radijalne glije jasno
uoCavamo. Kako bi objasnili ovu specifi¢nu organizaciju Ulfig i suradnici su pretpostavili
da su vlakna ve¢ u pocetku postavljena u stupic¢e, medusobno odjeljene prostorima bez
stanica, ali se s vremenom vlakna radijalne glije u lateralnoj jezgri postupno povuku i
nekako premjeste u susjedne prostore koji do tada nisu sadrzavali vlakna radijalne
glije, dakle u prostore septi. Zatim se ta vlakna iz zona septi medusobno povezu i
,<wodoravno/tangencijalno® (dakle na ventralnoj povrsini amigdala), te tako u konacnici
formiraju koSaraste oblike zona bez stanica u kojima se nalaze vimentin pozitivha
vlakna radijalne glije. Daljnjim rastom propadaju sva vlakna, a ostaje samo ventralna
zona bez stanica koja dijeli amigdala od prilezeéeg neuropila teporalnog reznja. U

ovome radu je uoCeno da se vlakna radijalne glije zaista nalaze ,polozena“ na
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ventralnoj povrSini amigdala, a mogu se i pratiti kako ulaze u bazolateralni kompleks, s
napomenom da su ona brojnija (gusce rasporedena) u podrucjima septi, koje radi toga
imaju i opazeni manjak stanica. Takoder je uoeno da vecina vlakana radijalne glije u
ovoj fazi razvoja ne ulazi direktno u amigdala nego ih tangencijalno zaobilazi,
vjerojatno prema drugim strukturama, kako je ranije spomenuto. Zbog svega
navedenog mozemo pretpostaviti kako vlakna radijalne glije ulaze u amigdala, a
posliediéna rotacija strukture dovodi do odvajanja jezgre od okolnog neuropila
sljepoo€nog reznja, prvo u lateralnim dijelovima, a kasnije i u medijalnijim, tako da se
¢ini da vlakna izravnije ulaze u medijalni dio, odnosno pomoénu bazalnu jezgru, a
zavijaju oko lateralne. Vlakna se nabiru u snopove kako dolazi do postupnog ,rasta“
amigdala prema lateralno, pri emu se lateralnije nalaze deblji snopovi. Buduc¢i da je
uoceno kako su u prostorima u blizini septi i ventralno manje zreli neuroni, postavlja se
hipoteza kako neki neuroblasti migriraju stanicama radijalne glije, a nedugo nakon
Lulaska“ u lateralnu jezgru putem septi, napustaju radijalnu gliju i smjeStaju se u
ventralni dio bazolateralne grupe jezgara. U prilog iznesenoj tezi ide i rad Kordowera i
suradnika (261) koji su na prenatalnim uzorcima mozga Rezus majmuna prikazali u
prvoj trecini gestacije vecu populaciju novostvorenih neurona u dorzalnim dijelovima
amigdala, a zatim se vecée populacije novonastalih neurona pocinju nalaziti ventralno,
po gradijentu koji ne ovisi o anatomskoj parcelaciji pojedinaénih jezagara. Prema tome
se u amigdalama prvotno pretezito odvijaju migracije u dorzalne dijelove, a potom u
fetalnom razdoblju pocinje prednjaiti migracija stanica u ventralne dijelove amigdala,
vjerojatno iz VZ temporalnog ventrikla koja rada palijalne projekcijske neurone i CGE
kojim je moguée da migriraju subpopulacije interneurona. Buduci da je prema tome u
ovome razdoblju amigdala i dalje mjesto migracije stanica i uspostavljanja veza,
logi¢no je i zamjeceno pozitivno bojanje cijelih amigdala na PAS — Alc, histolosko
bojanje koji inage boji mukoplisaharide i glikozaminoglikane u rahlom izvanstaniénom

matriksu SP i MZ (148,150). Nadalje pretpostavljamo da stanice na jednak nacin
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migriraju prema pomoc¢noj bazalnoj i bazalnoj jezgri koje takoder pokazuju tendenciju
manjeg broja postmigratornih, zrelih neurona u svojim ventralnim dijelovima. Moguce je
da je uzrok opazanju da bazalna jezgra gotovo do terminskog razdoblja zadrzava
razmjerno nisku koncentraciju zrelih, postmigratornin neurona nalazi u njenom
sudjelovanju u neuronskim krugovima izmedu lateralne jezgre i kortikalnih regija za Cije
uskladivanje je potrebno vide vremena. Ulfig (190) nadalje nadodaje kako ne moze
iskljuciti moguénost da su stanice radijalne glije mozda potrebne i u navodenju aksona.
Sukladno s tom tvrdnjom, ponavljamo kako su elementi razvojnog izvanstani¢nog
matriksa (tenascin-c (259), NCAN (260) i fibronektin (262)) izrazeni u prostorima septi i
intranuklearnih lamina. Opazanje upuc¢uje na moguci rahli put za migraciju stanica, ali i
rasta aksona (258,262). Unato¢ tome, protutijela na biljege epitopa aksona, SMI 312,
nisu pozitivna na ventralnoj granici amigdala, no potrebno je nadodati da su ona u ovoQj
razmjerno ranoj fazi razvoja pozitivna samo u masivnijim aksonalnim snopovima,
primjerice u optiCkom putu. U kasnijoj fazi razvoja aksonalna vlakna postaju jasno
vidljiva na anti-SMI 312 bojenju, a prema tome i na ventralnoj granici amigdala. Ovdje
je potrebno nadodati ranije spomenutu pozitivhost internuklearnih lamina i ventralnog
ruba amigdala na biljege funkcionalnih sinapsi, posebno SNAP 25, koji se moze
nalaziti u tim ranim aksonalnim vlaknima koja se ne opaZaju drugim bojenjima.
Opazeno moZzemo objasniti €injenicom kako je pozitivnost na sinaptiCke biljege
posljedica njihove prisutnosti u rastu¢im aksonalnim vlaknima putem septi i

intranuklearnih lamina, koja jo$ nisu dovoljno zrela za SMI 312 pozitivnost.

Sljedeca pretpostavka Ulfiga i suradnika (190) je da stanice radijalne glije izgube
svoje nastavke, migriraju u amigdala i diferenciraju se u zrele astrocite u sedmom
gestacijskom mjesecu, $to je puno kasnije nego Sto je opisao Kostovi¢ (190) i Sto je
pronadeno na dostupnim uzorcima gdje se takva organizacija viSe ne moze uociti
nakon 22 TNZ, iako se pojedine GFAP pozitivhe stanice mogu pronaci u ventralnom

dijelu medijalne lateralne jezgre sa 18 TNZ. Vazan pronalazak su i neuroni pozitivni na
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neuropeptid Y, u kortikalnoj i centralnoj te posebno u medijalnoj jezgri. Ranije je
pokazano kako su amigdala jedno od podruéja s najve¢com koncentracijom
neuropeptida Y u mozgu (263), ukljuéenog u patofiziologiju anksioznosti (264). Zatim je
pokazano kako NPY neuroni povezuju centralnu jezgru amigdala sa intersticijskom
jezgrom strije terminalis u mozgu misa, a u intersticijskoj jezgri strije terminalis odraslih
ljudskih mozgova pronadene su velike koncentracije neuropeptida Y (265). Iz
navedenog i istrazivanja projekcija medijalne jezgre, mozemo valjano zakljuciti kako se
NPY pozitivni neuroni pojavljuju u toku ranog fetalnog razdoblja u sloju Ill medijalne
jezgre, te su vjerojatno na neki nadin povezani sa intersticijskim jezgrama strije

terminalis i moguceg su podrijetla iz MGE (231).

Daljnjim razvojem stanice u amigdalama postaju zrelije i koncentracija NeuN
pozitivnih neurona postaje ujednacena u vecini jezgara, osim i dalje u bazalnoj jezgri.
Vazno je pritom nadodati da je uo€ena jasna redukcija septi na Nissl bojenju, a biljezi
zrelih neurona MAP 2 i NeuN prate tu redukciju oznagavajucéi zrele neurone sada blize
ventralnoj povrSini. Na spomenutom ventralnom rubu amigdala, i u internuklearnim
laminama, i dalje je naglaSena uska zona pozitivha na biljege sinapsi (SNAP 25 i
sinaptofizin). Amigdala su sada gotovo homogeno pozitivha na biljege zrelih sinapsi,
ukljuCuju¢i i bazolateralnu grupu jezgara, ali usprkos tome u ventralnom dijelu
bazolateralnih jezgara nailazimo na oslabljenu reaktivhost $to ide u prilog pretpostavci
da se tu nalaze mladi neuroni koji joS nisu otpoCeli uspostavljati sinapticke kontakte.
Jednako tako mozemo pretpostaviti i da opisani pozitivni ventralni rub i intranuklearne
lamine na biljege sinaptogeneze, ali i ECM, mozda predstavljaju i mjesto uspostavljanja
priviemenih veza izmedu urastaju¢ih aksona i neurona amigdala, po uzoru na SP
zonu. Potrebno je ostaviti moguc¢nost i da su aksoni iz drugih regija mozga izmijeSani s
vlaknima radijalne glije pa tim putem dospijevaju do amigdala i obrnuto, da izrastajuci

aksoni uspostavljaju kontakte s vlaknima radijalne glije koji im sluze kao osnova po
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kojoj migriraju (266, 267). Oskudnije vidljiva aksonalna vlakna nalaze se u dijelovima

dorzalno od bazolateralne grupe i predstavljaju glavne veze amigdala.

Amigdala u ovome razdoblju progresivno povecavaju volumen, $to je uodljivo iz
rezultata volumetrije, vjerojatno zbog daljnje migracije stanica, i sada moguceg
znacajnijeg urastanja aksona. | dalje pristuni razvojni ekstracelularni matriks je
reduciran na intranuklearne prostore i molekularni sloj kortikalne jezgre odnosno
periamigdaloidne kore, a pritom je nesto naglaseniji bilieg ECM-a CS-56, $to i ne Cudi
jer je opisano da se nalazi u i oko GFAP pozitivhih stanica (268), u ovom slucaju
radijalne glije. Glija stanice su sada jaCe pozitivne na GFAP, a jasna je razlika izmedu
radijalne glije i zrelih astrocita koji pripadaju amigdalama, buduéi da su jasno odvojeni
na ventralnoj povrsini. Kalretinin pozitivni neuroni se mogu pronaéi i u bazalnoj,
pomocnoj bazalnoj i medijalnoj jezgri, Sto se samo djelomi¢no poklapa s ranijim
istrazivanjima u kojima su oni pronadeni prvenstveno u centralnoj i medijalnoj jezgri
(254,255). Ipak, pronadeni su kalretininski neuroni duz lateralnog migratornog puta koji
se nalaze se u blizini lateralne odnosno centralne i medijalne jezgre, ali iz dostupnog
materijala nije poznato migriraju li prema navedenim jezgrama. Od drugih interneurona
vazno je nadodati i slabu reaktivhost nekih stanica na parvalbumin, Sto je takoder
opisano u ljudskim amigdalama u odrasloj dobi (15), a literatura vezana uz fetalni
razvoj je ograni¢ena uglavnom na mozak glodavaca (269). Vidljiva su i vlakna pozitivha
na SMI 312, koja s obzirom na lokalizaciju izmedu centralne i medijalne jezgre mogu
odgovarati i vlaknima stria terminalis, ali u svakom slu€aju su dobro diferencirana u
ovoja fazi unatoC slabo izrazenim procesima mijelinizacije. Vidljivo je i da su vilakna
prednje komisure sada dobro formirana i zrelo$¢u ne zaostaju mnogo za unutarnjom
kapsulom, ¢ime se ostvaruje mogucénost za uspjednu interhemisfericnu komunikaciju

izmedu dvaju amigdala.
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Ulaskom u kasno fetalno razdoblje se uspostavlja citoarhitektonsko ustrojstvo,
odnosno amigdala poprimaju histoloSku gradu nalik na onu u odraslome mozgu. Prije
svega, definitvno vise ne mozemo zamijetiti prostore septi, a bilieg GFAP ne boji
nastavke radijalne glije koji se protezu duz ventralnog ruba amigdala, ve¢ se uz
povrSinu sada nalaze diferencirani astrociti. Na medijalnom podru¢ju bazolateralne
grupe jezgara i dalje zaostaju vlakna radijalne glije, sugerirajuci produljenu migraciju.
Nailazimo i na opcenito slabiju reaktivnost biliega na sastavnice razvojnog ECM-a,
izuzev spomenutog podrucja. Jednako tako i histoloSko bojanje sa PAS-Alc je nesto
intenzivnije u tom podrucju, gdje je i dalje upadno manja gusto¢a NeuN pozitivnih
stanica. Sveukupni nalazi govore u prilog tome da ovo podrucje zadnje sazrijeva u
amigdalama, $to nije iznenadujuc¢e kada uzmemo u obzir da se neuronski krugovi u
koje je uklju¢ena pomoéna bazalna jezgra odnose na kompleksna kognitivha, socijalna
i emocionalna pona$anja (270), kljuéna u dugoro€noj otpornosti na psiholoski stres
(271) i karakterizirana visokim razinama neuroplastinosti (272) zbog potrebe za
produljenim ugadanjem. Nadalje, ventralno se sada zamjecCuje i uzak pojas
vimentinskih vlakana, nastavaka radijalne glije zametnog epitela, koja se protezu
cijelom Sirinom amigdala i nalaze izmedu bazolateralne jezgre i lateralnog ventrikla. Taj
pojas vlakana vodi prema granici periamigdaloidnog i entorinalnog korteksa i u njoj se
nailazi na izrazene biliege ECM-a: CS-56 i NCAN, kao i DCX i djelomiéno SOX-2
pozitivne stanice, sugeriraju¢i da se radi o migratornom putu kakav su opisali
Nascimento i suradnici (244). Prema saznanjima toga istrazivanja stanice polaze od
CGE i migriraju prema granici entorinalnog i prirformnog korteksa, medutim, pronaden
je i manji broj nezrelih Ziv€anih stanica sli¢nog profila u bazolateralnim jezgrama
amigdala. Usprkos tome Sto se moze zakljuCiti da je opcCenita migracija stanica prema
amigdalama sada oskudna i vjerojatno ograni€ena samo na podrucje pomocéne
bazalne jezgre, razvojni i reorganizacijski procesi povezani s uspostavljanjem veza su

puno izrazeniji u ovoj fazi. Nailazimo na homogenu reaktivnost na biljege zrelih sinapsi
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u cijeloj bazolateralnoj grupi, ali i ostalim podruéjima amigdala. Takoder, iako su bili
vidljivi i nesto ranije, sada su jasha neorganizirana aksonalna vlakna koja se nalaze
dorzalno te predstavljaju glavni put za koritkalne i subkortikalne veze. S time na umu,
vazno je spomenuti da je u ovome razdoblju opcéenito u tijeku proces urastanja
talamokortikalnih aksona u kortikalnu plo€u, pa se analogan proces urastanja aksona iz
talamusa ili kore u amigdala ne mozZe neposredno ustvrditi, odnosno, mozemo ga
radije povezati s nesto ranijim razdobljem u kojem postoje neizravne naznake za takva
dogadanja. Navedena hipoteza o uspostavljenim znacajnijim talami¢kim i kortikalnim
vezama s amigdalama prije otprilike 26 TNZ moze imati znacaj zbog sloZenijih funkcija
u kojima takve veze sudjeluju, ali i onih jednostavnijih, primjerice fetalne reakcije na
vibroakustiCne podrazaje (273). Nasuprot tomu, raniji procesi uspostavljanja sinaptickih
veza sa kortikomedijalnom grupom jezgara i centralnom jezgrom sa oko 18 TNZ se
viSe odnose na eferentne, odnosno visceromotorne i endokrine funkcije amigdala. U
svakome slucaju, sinapse u bazolateralnu jezgru potje€u i od neokortikalnih neurona i
od onih talamickih, kako je opisao LeDoux (274). U ovome razdoblju je mogucée da
dolazi do elaboracije vec¢ uspostavljenih sinapsi, dakle moguée je da je proces
urastanja aksona bio nesto ranije (i to primarno dorzalnim putem), premda se ne moze
iskljuciti niti ranije spominjan ventralni put urastanja putem prostora septi. Od regija
amigdala koje su prve postigle svoju histoloSku zrelost izdvajaju se periamigdaloidni
korteks i kortikalna jezgra, jer se mogu prepoznati jasno definirani slojevi i stani¢na
morfologija. Navedeno je u suglasju s ranijim istrazivanjem prema kojemu su u dobi od
30 TNZ zavrSeni procesi migracije i citoarhitektonskog ustrojavanja u navedenim

regijama (145).

U terminskom razdoblju nailazimo na minimalne promjene u histoloskoj gradi u
odnosu na kasno fetalno razdoblje. Billeg neurona MAP 2 sada odlicno pokazuje
neurone u amigdalama, $to je govori u prilog njihovoj zrelosti, ali je vazno nadodati da

su oni kortikalne i medijalne jezgre, kao i periamigdaloidnog korteksa, zrelijeg izgleda
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od onih koji se nalaze u bazolateralnoj jezgri, odnosno moguce je raspoznati i njihove
dendrite. Potrebno je izdvojiti i velike neurone u navedenim regijama, iako prisutne jos
u ranijim razdobljima, njihova se morfologija sada jasno ocrtava. Prisutna je i
pozitivnost neurona na kalretinin u bazalnoj i lateralnoj jezgri, a biljeZi se i manji broj
parvalbumin pozitivnih stanica. Citoarhitektonsko sazrijevanje amigdala se vidi i u tome
Sto su i GFAP pozitivni astrociti sada bolje diferencirani, s razradenim nastavcima i
nalaze se u svim regijama amigdala, doduse, ne homogeno nego formirajuci grupe oko
vlakana. Drugim rijeCima dobar dio GFAP - pozitivnih stanica su vjerojatno
oligodendrociti. Pozitivan je i bilieg migratornih neurona doublecortin, koji se nalazi
diskretno jace eksprimiran u ventralnom dijelu lateralne jezgre, §to takoder govori u
prilog nezrelih neurona u tom podrudju koji mozda dolaze iz CGE ranije opisanim
migratornim putem (244). Istrazivanja na primatima (275) su pokazala da je ventralno
podrucje bazolateralne jezgre, to€nije paralaminarna jezgra (276) (koju je na dostupnim
uzorcima bilo teSko identificirati ali bi mozebitno odgovarala navedenoj regiji)
opetovano isticano u kontekstu produljene neurogeneze i moguce je da ostaci
navedenog puta (244) sudjeluju u toj produljenoj neurogenezi u amigdalama, za koju
se pretpostavlja da bi mogla biti jednako obilna u odraslom razdoblju kao i u
hipokampusu (277). U ovome je razdoblju zabiljezen i snazan proces mijelinzacije, tj.
vidljivi su jasno formirani oligodendrociti pozitivni na SMI 99, koji okruZuju amigdala i na
taj nacin ukazuju na mijelinizirane snopove aksona koji su inace vidljivi i pomoc¢u SMi
312 odnosno NF 200 biljega. Obrnut se proces odvija s vlaknima radijalne glije, koja se
viSe ne vide i ostaju samo u traccima uz ventralni rub amigdala. UoCava se da su
mijelinska vlakna u ventralnom dijelu prikljuéena vlaknima radijalne glije, $to govori u
prilog ranije spomenutoj tvrdnji da je takvim oblikom aksonalnog rasta, uz pomo¢
radijalne glije, bila moguéa aksonalna invazija u bazolateralnu jezgru amigdala.
Jednako tako su sada vidljivi i snopovi vlakana koji s dorzalne strane ulaze u prostor

bazolateralne grupe jezgara, $to je i oCekivano buduci da vazan dio vlakana koji tuda

124



polazi formira ventralni amigdalofugalni put. Nadalje, u ovome razdoblju pada
koncentracija razvojnog izvanstani¢nog matriksa, koji prakti¢no i izostaje na podrucju
amigdala, medutim, jasno se ocrtava u podrucjima u kojima zaostaju vlakna, pri ¢emu
je najznaclajniji tenascin C, inace ukljuCen u mehanizme plastiChosti i navodenje
aksona (258). Reaktivnost sinapsi je i dalje prisutha u cijelim amigdalama, §to je
dosljedan nalaz neovisno o upotrebljenom biljegu, medutim, to i ne ¢udi s obzirom da
dolazi do istovremenog razvoja i propadanja sinapsi u ovome razdoblju. Vlakna koja se
vezu uz amigdala su sastavni dio mreze ukljuéene u viSe kognitivne funkcije koje se
pripisuju kori prefrontalnog reznja u primata (278): donosenje odluka i u¢enje povezano
s nagradivanjem (279-281), kao i socijalno i kompleksnije emocionalno ponasanje
(282, 283). Prethodno opisani procesi mijelinizacije ukazuju na to da je strukturna
povezanost amigdala sazrela, dok cjelokupni razvojni procesi mozga u terminskom
razdoblju ukljuuju prvenstveno stvaranje kortikokortikalnih asocijativnih putova (284),
osiguravajuéi okvir za meduhemisfernu sinkronizaciju (285). Funkcionalno sazrijevanje
sada prevladava procese migracije i diferencijacije, pri ¢emu je prvenstveno naglasak
na interhemisferiCnoj kortikalnoj sinhronizaciji, pa mozZemo pretpostaviti da u
amigdalama dolazi do sinkronizacije s kortikalnim i subkortikalnim vezama.
Podrzavajuéi snaznu korelaciju izmedu strukturalne i funkcionalne povezanosti, te se
funkcionalne mreze razvijaju rano u razvoju mozga i nastavljaju jacCati tijekom

postnatalnog razdoblja (286,287).
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7. ZAKLJUCCI

u ranom srednjem fetalnom razdoblju dolazi do citoarhitektonskog sazrijevanja i
rotacije amigdala odnosno stvaranja prolazne citoarhitektonske organizacije u

medijalnom dijelu lateralne jezgre;

biliezi sinaptickih komponenti (SNAP 25 i sinaptofizin) prvotno su pozitivni u
centralnoj i kortikomedijalnoj grupi jezgara, otkrivajuéi time prostorno-vremenski

obrazac uspostavljanja funkcionalnih veza u amigdalama

aksonalni bilieg SMI312, ali i biljezi razvojnog izvanstani¢nog matriksa (CS-56,
tenascinC, NCAN, fibronektin), prvotno su pozitivni dorzalno i u septalnim

prostorima, $to je osnova za pretpostavku puteva rasta aksona

stanice pozitivne na biljege interneurona pojavljuju se u amigdalama u
srednjem fetalnom razdoblju, a ekspresijom se istiCu NPY pozitivhe stanice u

medijalnoj jezgri i kalretininski interneuroni;

kortikomedijalna skupina jezgara pokazuje citoarhitektonski zreo izgled u
kasnom fetalnom razdoblju, pri ¢emu su neuroni jasnije dendritiCke morfologije

nego oni u bazolateralnoj skupini jezgara na temelju ekspresije biliega MAP2

pomoc¢na bazalna jezgra pokazuje produljeno histoloSko sazrijevanje temeljem
poviSenih razina razvojnog izvanstani¢nog matriksa (PAS-Alc), veceg broja

nezrelih stanica (NeuN negativnih) i zaostatnih prileZzecih vliakana radijalne glije

kasno fetalno razdoblje karakterizira produljeni proces migracije stanica
dokazan prisutnoS¢u DCX i SOX-2 imunoreaktivnosti ventralno od

bazolateralne grupe

biljezi aksona (SMI312, NF 200) i mijelina (SMI99) u terminskom razdoblju
pokazuju znatno izrazeniju pozitivnost u putevima vezanima uz amigdale, ¢ime

se naglasava napredna strukturalna osnova za funkcionalno sazrijevanje

126



8. SAZETAK

Amigdala su heterogena struktura koja nastaje od ventralnog i lateralnog dijela
pallium-a te ganglijskih brezuljaka subpallium-a. U embrionalnom razdoblju
istovremeno nastaje vide skupina jezgara, koje se oblikuju sloZenom migracijom
razliCitih tipova stanica iz viSe izvora. Smatra se da pallium stvara uglavhom
projekcijske neurone, dok su interneuroni podrijetlom iz subpallium-a. Amigdala su do
kraja embrionalnog razdoblja povezana s glavnim strukturama limbi¢kog sustava i
uspostavljaju rane veze s monoaminskim jezgrama mozdanog debla. U ranom
fetalnom razdoblju intenzivho se odvijaju procesi migracije stanica, a pojedinaCne
jezgre amigdala se tada jo§ ne mogu razlikovati. Rano u srednjem fetalnom razdoblju
dolazi do razvoja citoarhitektonskog ustrojstva amigdala koje je specificno za ¢ovjeka.
U ovome radu se postavljena je hipoteza da septe predstavljaju zaostale snopove
radijalne glije kojima migriraju neuroni iz proliferativnih zona lateralnog ventrikla i
kaudalnog ganglijskog brezuljka u bazolateralnu grupu jezgara. Pretpostavlja se i da je
urastanje i izrastanje aksonalnih vlakana primarno dorzalno i to kroz internuklearne
lamine, a ventralno putem navedenih vlakna ranijalne glije. Nadalje, sinaptogeneza
zapoc€inje u ranom srednjem fetalnom razdoblju u kortikomedijalnoj grupi jezgara i
centralnoj jezgri, a potom se u kasnijem fetalnom razdoblju imunohistokemijska
reaktivnost na sinapti¢ke biljege raspoznaje u cijelim amigdalama. U kasnijem fetalnom
razdoblju je vidljiv i migratorni put iz proliferativnog epitela prema entorinalnom
korteksu, koji je prisutan do terminskog razdoblja, a potencijalno je ukljuéen u
produljena neurogenetska zbivanja. U terminskom razdoblju je izrazen proces
mijelinizacije, koji predstavlja osnovu za napredniju funkcionalnu maturaciju amigdala u

postnatalnom razvoju.
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9. SUMMARY

Developmental reorganization of the human amygdaloid nucleus (2024.)
Damir Mulc, MD

The amygdala is a heterogeneous structure that arises from the ventral and
lateral parts of the pallium and the ganglionic eminences of the subpallium. During the
embryonic period, several distinct groups of nuclei form simultaneously, resulting from
a complex migration of different cell types from different sources. It is generally
assumed that the pallium mainly produces projection neurons, while interneurons
originate from the subpallium. Towards the end of the embryonic period, the amygdala
is connected to the most important structures of the limbic system and establishes the
first connections to the monoamine nuclei of the brain stem. In the early fetal period,
the processes of cell migration dominate and the individual nuclei of the amygdala
cannot be differentiated. In the middle fetal period, a cytoarchitectonic organization
specific to humans develops. In this article it is hypothesized that the septa represent
bundles of radial glia through which cells migrate from the germinal zone to the
basolateral group of nuclei. We also assume that the ingrowth and outgrowth of axonal
fibers occurs mainly dorsally through the internuclear laminae and ventrally through the
septa. Synaptogenesis begins in the early midfetal period in the central and
corticomedial group of nuclei, and in the late fetal period positivity for synaptic markers
is found throughout the amygdala. In the late fetal period, a migration pathway from the
proliferative epithelium to the entorhinal cortex is also evident, which persists until birth
and is probably involved in protracted neurogenic events. The term period expresses
the advanced process of myelination, thus forming the base for more advanced

functional maturation in postnatal amygdala development.
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