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POPIS KRATICA

VZ, ventrikularna zona;

PZ, proliferacijske zone

PP, preplate;

SVZ, subventrikularna zona;
1Z, intermedijalna zona;

SP, subplate zona;

KP, kortikalna ploca;

MZ, marginalna zona;

SG, subpijalni granularni sloj.
E, embrionalni dan

TNZ, tjedni nakon zaceca

MRI, oslikavanje metodom magnetske rezonancije



1. UVOD
1.1. Prenatalni razvoj telencefalona covjeka

Do danas su ve¢ prilicno dobro istrazeni i upoznati sloZeni histogenetski procesi
kljuéni za razvoj ljudskog mozga (Bystron i sur. 2008, Juda$ 2011, Kostovi¢ 1979).
Rije¢ je o sljede¢im histogenetskim procesima: umnazanju (proliferaciji) stanica preteca
neurona i glije; normalnoj razvojnoj smrti stanica (apoptoza); putovanju (migraciji)
neurona od mjesta posljednje mitoze do njihovog ciljnog podrucja; izrastanju aksona
(aksonogeneza) i dendrita (dendrogeneza); dozrijevanju biokemijsko-metabolic¢kih
sustava karakteristicnih za specifiénu vrstu stanice (diferencijacija molekularnog
fenotipa stanice); razvoju sinapsi (sinaptogeneza); povlacenju (retrakciji) i premjeStanju
aksona ili aksonskih ogranaka; smanjivanju broja prekobrojnih sinapsi i dendriti¢kih
trnova (spina); promjenama neurotransmiterskog fenotipa neurona.

Nadalje, razvoj suvremene tehnologije otvara nam nove putove istrazivanja te
stjecanje novih uvida u razvoj ljudskog mozga, kao i sve uspjeSnije povezivanje
temeljnih 1 klinic¢kih istrazivanja u podru¢ju neuroznanosti. Taj napredak je osobito
vidljiv u podrucju primjene metode magnetske rezonancije za oslikavanje mozdanog
tkiva ljudskih fetusa tijekom trudnoce te nedonosc¢adi nakon prijevremenog rodenja
(Smith i sur. 1984, Judas 2011). Mogucénost oslikavanja razli¢itih prolaznih fetalnih
struktura i zona (in vitro te in vivo) metodom magnetske rezonancije (Kostovi¢ i sur.
2002, Kostovi¢ 1 Vasung 2009, Perkins i sur. 2008, Rados i sur. 2006, Smith i sur.
1984) te vremensko-prostorna analiza ekspresije gena u postmortalnim uzorcima
fetalnog ljudskog mozga (Kang i sur. 2012) danas nam pruzaju temelj za izradu
sveobuhvatnog atlasa (Judas 2011) razvoja ljudskog mozga
(http://www .brainspan.org/iav/atlas#atlas=3).

Budu¢i da razvojna i evolucijska biologija ukazuju na znacajne razlike u razvoju
ljudskog mozga u usporedbi s ostalim vrstama primata i drugih sisavaca (Rakic 2009,
Juda$ 2011), izravna istrazivanja razvoja ljudskog mozga su iznimno bitna i za temeljnu
i za klinicku neuroznanost. Stoga se ovaj doktorski rad temelji na analizi ljudskog
mozdanog tkiva, s ciljem da se stvori prvi referentni okvir za kvantitativnu analizu
globalnog i regionalnog razvoja prolaznih fetalnih zona stijenke telencefalona ¢ovjeka.

Ta kvantitativna analiza temelji se na analizi MR snimaka prenatalnog ljudskog



telencefalona, dobivenih metodom magnetske rezonancije na uzorcima fetalnih
mozgova u dobi od 13. do 40. tjedana nakon zacec¢a (u daljnjem tekstu: TNZ). Na tako
dobivenim MR snimkama, segmentacija prolaznih fetalnih zona je obavljena na temelju
usporedne analize tih zona na histoloskim rezovima mozdanog tkiva dobivenim iz
uzoraka koji su prethodno snimljeni metodom magnetske rezonancije ili uzoraka
odgovarajuc¢e dobi, koji su dio opsezne Zagrebacke neuroembrioloske zbirke (Judas i
sur. 2011). U literaturi je ve¢ istaknuto da bioloSki pokazatelji dobiveni metodama
oslikavanja mozga mogu posluziti kao indirektni pokazatelji razvojnih ishoda u
prijevremeno rodene djece (Ment i sur. 2009). Stoga je i hipoteza ovog doktorskog rada
da se kvalitativnom 1 kvantitativnom analizom MR snimaka fetalnog ljudskog
telencefalona, nakon njihove usporedbe s odgovaraju¢im histoloskim rezovima, mogu
otkriti bioloski pokazatelji intenziteta glavnih histogenetskih procesa u prolaznim

fetalnim zonama stijenke telencefalona ovjeka.

1.1.1.  Otkri¢a razvojne neuroznanosti bitna za izradu ovog doktorskog rada

Jedan od vodecih anatoma 1 embriologa 19. stolje¢a, Wilhelm His, prvi je ukazao
na klju¢nu ¢injenicu da se buduc¢i neuroni mozdane kore radaju na jednom mjestu (uz
stijenku mozdanih komora), a potom putuju (migriraju) da bi se konacno smjestili u
ciljnom podrucju, to jest budu¢oj mozdanoj kori, ispod pijalne povrSine velikog mozga
(His 1874). Pocetkom 20. stolje¢a, objavljeni su prvi sustavni opisi citoarhitektonskih
promjena bitnih za razumijevanje i pra¢enje prenatalnih i perinatalnih promjena grade i
ustrojstva telencefalona i mozdane kore covjeka (Brodmann 1909, Ramoén y Cajal 1911,
Von Economo i Koskinas 1925). Pritom je otkriveno nekoliko klju¢nih spoznaja: 1)
procesi neurogeneze i neuronske migracije su podlozni preciznoj vremenskoj i
prostornoj regulaciji, Sto omogucuje postupnu izgradnju slojevite mozdane kore u
skladu s jasno definiranim prostorno-vremenskim gradijentima histogenetskih procesa
(Poliakov 1949, Rakic 1971, 1988, 2006, Schmechel i Rakic 1979); 2) svi histogenetski
procesi bitni za uspostavu mozdane kore zbivaju se u arhitektonski definiranim i
prolaznim odjeljcima stijenke fetalnog telencefalona, koje nazivamo prolaznim
embrionalnim i fetalnim zonama (Poliakov 1949, Boulder Committee 1970, Bystron i

sur. 2008, Judas 2011, Kostovi¢ i Rakic 1990; Rakic 2006, Sidman i Rakic 1973).
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Slika 1. Dijagram u kojem je sazet slijed histogenetskih procesa tijekom razvoja
telencefalona. Gornji red (A) predstavlja izvornu podjelu i nazivlje embrionalnih i
fetalnih zona (Boulder Committee 1970). Donji red (B) predstavlja suvremenu i
op¢enito prihvaéenu reviziju prvotne klasifikacije (Bystron i sur. 2008). Uobicajene
skradenice s ovih dijagrama koristimo i u ovom doktorskom radu, kako slijedi: VZ,
ventrikularna zona; PP, preplate; SVZ, subventrikularna zona; IZ, intermedijalna zona;
SP, subplate zona; CP, kortikalna ploca; MZ, marginalna zona; SG, subpijalni
granularni sloj. Kratice a - e predstavljaju okvirnu dob izrazenu u embrionalnim danima
(E); a: E30; b: E31-32; c: E45; d: E55; e: 12. tjedan nakon zaceéa (TNZ). Preuzeto iz
Bystron i sur. (Bystron i sur. 2008).



Izvorna verzija (Slika 1, gornji red) nazivlja i1 klasifikacije tih embrionalnih i
fetalnih zona (Boulder Committee 1970), uskoro je postala nedostatna, zbog otkri¢a
klju¢ne nove zone u stijenci fetalnog telencefalona ¢ovjeka i primata — tzv. subplate
zone (Molliver i sur. 1973, Kostovi¢ i Molliver 1974, Kostovi¢ i Rakic 1990). Stoga je
danas u opcoj uporabi suvremena, revidirana verzija (Slika 1, donji red) ranije

klasifikacije (Bystron i sur. 2008).

1.1.2. Glavni histogenetski procesi

1.1.2.1. Proliferacija, migracija te diferencijacija preteca neurona i glije

Razvoj ljudskog telencefalona temelji se na slijedu neurogenetskih procesa, kao
Sto su proliferacija, migracija te diferencijacija morfoloskog i kemijskog fenotipa
neurona i glije. Svi ti neurogenetski i histogenetski procesi se zbivaju u prethodno
spomenutim embrionalnim i fetalnim zonama stijenke telencefalona, pa stoga uzajamna
dinamika njihovog odvijanja odreduje i prolazne oblike arhitektonske organizacije tih

fetalnih zona.

Proliferacija — umnoZavanje stanica nizom uzastopnih mitoza

Oko 30. embrionalnog dana (E30; 3,8 TNZ) zatvara se neuralna cijev (O'Rabhilly 1
Miiller 1999) koja je izgradena od nediferenciranih stupicastih neuroepitelnih stanica
(neuralne mati¢ne stanice). Nakon zatvaranja neuralne cijevi, stanice koje proliferiraju
oblikuju ventrikularnu zonu. Te stanice pretece, prije pocetka samog procesa
neurogeneze, prolaze kroz seriju simetri¢nih dioba, pa time povecavaju i povrsinu i
debljinu ventrikularne zone. Oko E33 (4 TNZ), neuroepitelne mati¢ne stanice zapo€inju
asimetricne diobe, §to znaCi da jedna stanica kéer ostaje preteCa, a druga postaje
postmitoticki mladi neuron koji pocinje migrirati, pa time zapocinje proces
neurogeneze, to jest stvaranja buduc¢ih neurona mozdane kore (Bystron i sur. 2000).
Duljina prve faze proliferacije (simetricna dioba), tijekom koje se povecava debljina, ali
i povrSina ventrikularne zone, odredit ¢e konacni ukupan broj kortikalnih neurona,
radijalnih jedinica (te kasnije ontogenetskih ili embrionalnalnih kolumni), a samim time
i predispoziciju za konacnu veli¢inu povrSine kore mozga (Caviness i sur. 2003).

Duljina druge faze proliferacije (asimetricna dioba), tijekom koje se uglavnom



povecava debljina ventrikularne zone, odredit ¢e predispoziciju za konacnu debljinu
kore mozga (Rakic 1995).

Tjedan dana prije nastanka kortikalne ploce, oko E50 (O'Rahilly i Miiller 1999))
dio stanica preteca se odvoji te pocinje oblikovati zasebnu, subventrikularnu zonu
(Carney 1 sur. 2007). Nakon 7. TNZ, kada je debljina subventrikularne zone identi¢na
debljini ventrikularne zone, budu¢i da je subventrikularna zona posebno razvijena u
covjeka (Zecevic i sur. 2005), daljnja proliferacija preteca odvija se uglavnom u
subventrikularnoj zoni. Cak i tijekom 23. TNZ, stanice subventrikularne zone jo§ uvijek
proliferiraju, dok je ventrikularna zona svedena na jedan sloj ependimnih stanica
(Zecevic 1 sur. 2005). Takva produljena prisutnost proliferacijske subventrikularne zone
u primata i ¢ovjeka (u usporedbi s drugim vrstama sisavaca) govori u prilog shva¢anju
da stanice evolucijski 'mladih’ slojeva kore mozga (asocijacijsko - komisurni slojevi -
lamina granularis externa, lamina pyramidalis externa), rodene tijekom kasnih faza
neurogeneze, imaju bitnu ulogu u evolucijskoj ekspanziji povrSine kore mozga ¢ovjeka
(Zecevic i sur. 2005).

lako se stanice-preteCe nastavljaju mnoziti i u drugim dijelovima telencefalona
(Carney i sur. 2007), njihov broj je zanemariv u odnosu na proliferaciju koja se odvija u
glavnim proliferacijskim zonama telencefalona (ventrikularna i subventrikularna zona).

Bududi da i ventrikularna i subventrikularna zona imaju razlicitu debljinu ne
samo u razlicitim fazama razvoja, nego i u razlicitim podrucjima telencefalona (Bayatti
i sur. 2008) poznavanje regionalno i dobno specificnih promjena debljine tih zona (koje
su izraz regionalno - specificnih razlika u intenzitetu proliferacije) moze posluziti kao
indirektni bioloski pokazatelj oblikovanja buducih citoarhitektonskih podrucja i polja

mozdane kore covjeka.
Migracija

Nakon zavrSetka diobe stanica preteca u proliferacijskim zonama, mladi
postmitoticki neuroni migriraju do svog konacnog odredista u kortikalnoj ploci,
slijede¢i nastavke radijalnih glija stanica (naime, vodici su im radijalne glijalne stanice,
posebna vrsta fetalnih astrocita Sto se tijekom razdoblja neuronske migracije
privremeno ne dijele, ve¢ su im nastavci protegnuti od ventrikularne do pijalne povrSine

fetalnog mozga - Schmechel and Rakic 1979). Budu¢i da neuroni migriraju slijedeci



zajednicki radijalni put, posljedica tako organizirane migracije je stvaranje

ontogenetskih kolumni u samoj kortikalnoj plo¢i (http://rakiclab.med.yale.edu); time je

omoguceno ,,preslikavanje ventrikularne protomape u buduéu kortikalnu mapu (Rakic
1988, 1995).

Vrhunac migracije neurona odvija se od 3. do 5. mjeseca trudnoce (Sidman i
Rakic 1973), pa se obi¢no smatra da je nakon 20. TNZ veéina neurona pristigla na svoje
krajnje odrediSte u kortikalnoj plo¢i (Gressens 2000, Sidman i Rakic 1973). Prvi
neuroni koji dolaze u kortikalnu ploc¢u su neuroni dubokih slojeva, a svaki sljede¢i val
migriraju¢ih neurona smjeSta se povrsnije, zauzimajuéi polozaj izmedu prethodno
oblikovanog sloja i marginalne zone (Anton i sur. 1996). Ukratko, slijed migracije jest
‘iznutra prema van’, a posljednji u kortikalnu plocu pristizu neuroni buducih
asocijacijsko-komisurnih slojeva mozdane kore.

Navedena prostorno-vremenska organizacija ljudskog telencefalona, uzrokovana
vremenski i prostorno odredenim intenzitetom razlicitih histogenetskih dogadaja
tijekom razvoja, predstavlja osnovu za proucavanje regionalnih kvantitativnih
karakteristika odredenih fetalnih zona. Kvantitativni podatci o prolaznim fetalnim
zonama stoga mogu posluziti (i) kao indirektni pokazatelji regionalno-specificnog
slijeda dogadaja neophodnog za razvoj specificnog podrucja mozdane kore (debljina
1Z, SP, KP), (ii) kao indirektni pokazatelji prostornog slijeda uspostave
citoarhitektonske grade kore mozga tijekom razvoja (debljina KP), sto je odraz

regionalnih razlika u trajanju i intenzitetu histogenetskih dogadaja.

Razvoj kortikalnih regija i kortikalnih slojeva

Gradu mozdane kore krajem fetalnog razvoja Brodmann je opisao kao temeljni
Sestoslojni ontogenetski tip mozdane kore (Brodmann 1909). Nakon 20. TNZ, kada je
veéina neurona doputovala na svoje odrediste u kortikalnoj plo¢i (Sidman i1 Rakic
1973), zapocinje intenzivno slojevita (laminarna) te citoloSka reorganizacija i
diferencijacija kortikalnih neurona i kortikalnih polja u kortikalnoj plo¢i (Chan i sur.
2002). Ontogenetske kolumne i gusto zbijeni neuroni pocinju se diferencirati u
kortikalne funkcionalne kolumne, ponajvise zbog razvoja dendrita (Mrzljak i sur. 1988,

1992) te urastanja snopova aksona (Goldman i Galkin 1978, Kostovi¢ i Goldman-Rakic



1983, Kostovi¢ 1 Jovanov-Milosevi¢ 2006, Kostovi¢ 1 Judas 2002, Kostovi¢ 1 Rakic
1990, Rakic 1991, Rakic i sur. 1991, Vasung i sur. 2010). Navedeni procesi indirektno
dovode do eksponencijalnog rasta povrsine mozdane kore, uz istodobnu pojavu vijuga i
brazda (girifikacija). Ukratko, histogenetski procesi dovode do morfoloskih promjena
kore mozga; rast i razvoj buducih kortikalnih kolumni dovode do povecanja kortikalne
povrsine, dok regionalne razlike u povecanju debljine mozdane kore i stijenke
telencefalona dovode do pojave vijuga i brazdi.

Kljucni razvojni procesi unutar mozdane kore (diferencijacija dendrita, urastanje
aksona, sinaptogeneza, oblikovanje kortikalnih polja i podrucja), ciji se intenzitet
povecava nakon 20. TNZ, odvijaju se istovremeno s eksponencijalnim porastom
povrsine mozdane kore te posljedicnim razvojem vijuga i brazdi. Kvalitativna i
kvantitativna analiza morfoloskih (makroskopskih) promjena u izgledu i gradi velikog
mozga u tom razdoblju nam omogucuje indirektni uvid u razvoj buducih arhitektonskih i

funkcionalnih kortikalnih podrucja i polja.

1.1.2.2. Razvitak kortikalnih putova u covjeka

Uz teoriju protomape i radijalne jedinice (Rakic 1988, 1995), klju¢nu ulogu za
razumijevanje razvoja kortikalnih slojeva, polja i podruc¢ja imalo je i otkri¢e subplate
zone (Kostovi¢ i Molliver 1974, Kostovi¢ 1 Rakic 1990).

Suplate zona se postupno oblikuje od 10. do 15. TNZ, a u mozgu ¢ovjeka i ostalih
primata je bitno razvijenija nego li u mozgu ostalih sisavaca (Kostovi¢ i Rakic 1990).
Iako je subplate zona prisutna u vecini kortikalnih podrucja, ona pokazuje znatne
varijacije u pogledu svoje debljine i koli¢ine izvanstanicnog matriksa; u njoj su
privremene sinapse oblikovali rastu¢i zavrSetci talamokortikalnih i drugih aksona, pa
ona sluzi kao '¢ekaonica’ za aksonske sustave koji ¢e se prebaciti u kortikalnu plocu tek
nakon §to u nju doputuju i njihovi ciljni neuroni (Kostovi¢ i Rakic 1990, Judas§ 2011,
Judas 1 sur. 2005, 2010a, 2010b, Kostovi¢ 1979, Kostovi¢ i Jovanov-MiloSevi¢ 2006,
Kostovi¢ 1 Judas 2002, 2006, 2007, Kostovi¢c i sur. 1988, 2002, 2008, Kostovi¢ i
Vasung 2009, Krmpoti¢-Nemani¢ i sur. 1983, Vasung i sur. 2010).



Eksperimentalne studije u Zivotinja pokazuju da nedostatak funkcionalno aktivnih
aksona (Goldman i1 Galkin 1978, Friauf i sur. 1990, Majdan i Shatz 2006, Rakic 1991,
Sengpiel 1 Kind 2002) u subplate zoni dovodi do posljedi¢nih promjena u diferencijaciji
kortikalnih polja. Stoga su histogenetski procesi koji se zbivaju u subplate zoni kljuéni
za normalan razvoj mozdane kore (Kostovi¢ 1 Judas 2002, 2006, 2007). Budu¢i da ti
histogenetski procesi imaju specifican prostorno-vremenski slijed, kvalitativno i
kvantitativno prac¢enje promjena subplate zone sluzi nam kao indirektni pokazatelj
procesa normalnog razvoja mozdane kore i njezinih aksonskih putova i veza. Razli¢iti
skupovi aksona urastaju u subplate zonu odredenim slijedom: prvo acetilkolinski
(Kostovi¢ 1986), zatim talamokortikalni (Kostovi¢ i sur. 1988) te na kraju i1 kortiko-
kortikalni (Kostovi¢ i Jovanov-Milosevi¢ 2006, Vasung i sur. 2010). Svi ti aksoni se
prvo nakupljaju u ,,éekaonici subplate zone, u kojoj se nalaze i brojne specifi¢ne
molekule koje upravljaju njihovim regionalno-specificnim urastanjem u mozdanu koru
(Rakic 1991). Ta uloga subplate zone i njezinih regionalno-specificnih skupina
urastajucih aksona u zavr§nom oblikovanju kortikalne mape danas su jedna od kljucnih
istrazivackih tema u podru¢ju razvojne neuroznanosti. Naime, regionalne razlike u
debljini subplate zone su odraz koli¢ine u njoj nakupljenih aksonskih zavrSetaka, a
vremenski slijed promjena debljine subplate zone je odraz slijeda urastanja specifi¢nih
aksonskih snopova u sublate zonu, formiranja privremenih fetalnih neuronskih krugova,
te konacnog premjestanja tih aksona iz subplate zone u kortikalnu plocu (Kostovi¢ i
Jovanov-MiloSevi¢ 2006, Kostovi¢ 1 Judas 2002, 2006, 2007, Kostovi¢ 1 sur. 2008,
Kostovi¢ 1 Vasung 2009, Krmpoti¢-Nemanic i sur. 1983).



POCETNO IZRASTANJE

1. HISTOKEMIJSKA REAKTIVNOST
U ISHODISNIM JEZGRAMA,

ANJA
KAPSULA INTERNA |

Slika 2. Prikaz glavnih prolaznih fetalnih zona te glavnih histogenetskih procesa (tekst u

okvirima) unutar pojedinih fetalnih zona tijekom razvitka kortikalnih putova u covjeka.
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Detaljan opis rasta, «perioda ¢ekanja» te urastanja aksonalnih kortikalnih puteva u
razli¢ita podru¢ja mozga opisan je u nedavnom preglednom clanku (Vasung i sur.
2010), a te podatke kao interpretacijski okvir koristimo i u ovome doktorskom radu
(Slika 2).

lako je subplate zona privremena neokortikalna razvojna zona, histogenetski
procesi koji se u njoj zbivaju su klju¢ni za normalan razvoj mozdane kore (Allendoerfer
i Shatz 1994). U njoj se formiraju prve sinapse i prvi neuronski krugovi fetalnog
neokorteksa (Kostovi¢ and Rakic 1990, Molliver i sur. 1973), a subplate zona postupno
nestaje tek u perinatalnom i ranom postnatalnom razdoblju — isprva u primarnim
kortikalnim poljima, a tek 6 mjeseci nakon rodenja u asocijacijskim podrucjima
mozdane kore (Kostovi¢ and Rakic 1990). Stoga je opravdano zakljuciti da je subplate
zona klju¢na privremena zona tijekom razvoja mozdane kore covjeka.

Danas je poznat i relativno dobro istraZzen velik broj gena, proteina i drugih
signalnih molekula bitnih za migraciju 1 regionalno-specificnu diferencijaciju
kortikalnih neurona u mozgu sisavaca (Arber 2004, Bayatti i sur. 2008, Bystron i sur.
2008, Chenn i Walsh 2002, Dehay i1 Kennedy 2007, Fukuchi-Shimogori i Grove 2001,
Gal i sur. 2006, Huffman i sur. 1999, Judas 2011, Lukaszewicz 1 sur. 2006, Noctor i sur.
2008, O'Leary i Cowan 1983, Price i sur. 2006, Rakic 1971, 1988, 2001, 2002, 2006).

Nadalje, razvitak metoda magnetske rezonancije (MRI) za in vivo prikaz razvoja
mozga doveo je do velikih promjena i napretka u pracenju normalnog razvoja mozga te
dijagnosticiranju patoloSkih promjena (Glenn i Barkovich 2006a, b). Prolazne fetalne
zone u stijenci telencefalona mogu se jasno prikazati metodom magnetske rezonancije,
Sto posebice vrijedi za subplate zonu zbog toga Sto ona sadrzi veliku koli¢inu
hidrofilnog izvanstani¢nog matriksa (Kostovi¢ i sur. 2002, Judas$ i sur. 2005, Rados i

sur. 2006).
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1.2. Prikaz prolaznih fetalnih zona metodom magnetske rezonancije

Sljedece prolazne fetalne zone stijenke telencefalona (Bystron i sur. 2008) mogu
se uspjesno prikazati metodom magnetske rezonancije (Kostovi¢ i sur. 2002, Kostovi¢ 1
Judas 2002, Judas i sur. 2005, Rados 1 sur. 2006), kako slijedi:
1.) ventrikularna zona; nastaje u 3. TNZ, nakon zatvaranja prednjeg neuroporusa, a
u njoj se proliferacijom, to jest simetricnim 1 asimetri¢nim diobama, umnazaju pretece
neurona i glije. Ti procesi neurogeneze i gliogeneze bitno slabe i prestaju nakon 23.
TNZ, pa se nakon toga ventrikularna zona sastoji od tek jednog periventrikularnog sloja
stanica. Na T1 MRI snimkama, zbog guste zbijenosti svojih stanica, ventrikularna zona
se vidi kao tanka hiperintenzivna periventrikularna zona.
2)) subventrikularna zona: nastaje u 7. TNZ 1 mjesto je proliferacije buducih
neurona povr$nijih kortikalnih slojeva. Oko 11. TNZ, sloj urastajucih vlakana podijeli
subventrikularnu zonu na vanjski i unutarnji dio, pa se njezina debljina do 20. TNZ
poveca oko 10 puta. Na T1 MRI snimkama, subventrikularna zona se zbog toga vidi
kao dijelom hiperintenzivna (zbijene stanice) a dijelom hipointenzivna (kalozalna
vlakna) zona.
3) intermedijalna zona: to je tzv. fetalna bijela tvar, a sadrzi migriraju¢e neurone i
rastu¢e snopove aksona. Na T1 MRI snimkama, vidi se kao zona niskog intenziteta
MRI signala.
4.) subplate zona: na MRI snimkama uocava se ve¢ oko 13. TNZ, kao izrazito
hipointenzivna zona zbog velike koli¢ine hidrofilnog izvanstanicnog matriksa. Do
sredine trudnoce, predstavlja zonu u kojoj se odvija najviSe histogenetskih procesa
(urastanje talamokortikalnih 1 kortikokortikalnih aksona, pojava prvih sinapsi,
ekspresija brojnih molekula za vodenje aksona) te zonu koja najviSe doprinosi debljini
stijenke telencefalona. Do 16. TNZ, brzo se povecava debljina i subplate zone i
subventrikularne zone, a obje zone nestaju nedugo nakon rodenja.
5.) kortikalna ploca: to je razvojna osnova buducih kortikalnih slojeva II do VI,. a
nastaje tijekom 8. TNZ. Tijekom razvoja, pristizanjem novih migriraju¢ih neurona,

postupno joj se povecava debljina, a mnogo vise joj se povecava povrSina. Na T1 MRI
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snimkama se kortikalna ploca vidi kao izrazito hiperintenzivna zona (sli¢no kao i

ventrikularna zona), zbog toga Sto sadrzi gusto zbijene stanice.

Dok postoje brojni kvalitativni opisi spomenutih histogenetskih procesa u stijenci
telencefalona, vrlo je malo kvantitativnih podataka o tim procesima. No, volumen,
povrsina te debljina prolaznih fetalnih zona stijenke telencefalona nedvojbeno su odraz
opsega i intenziteta histogenetskih procesa koji se u njima zbivaju. Stoga za in vivo
prikaz normalnog i poremecenog razvoja mozga ultrazvuénim metodama i metodama
magnetske rezonancije uz kvalitativne svakako treba koristiti i dostupne kvantitativne
pokazatelje. Takvi pokazatelji su osobito bitni za pravodobnu dijagnozu razvojnih
poremecaja, prac¢enje razvojne plasticnosti mozga te pracenje ranog neurorazvojnog

ishoda 1 ishoda ranih terapijskih i rehabilitacijskih postupaka (Barkovich 2005).

1.3. Morfogeneza povrsine telencefalona kao odraz unutarnjih histogenetskih
procesa u stijenci telencefalona

Tijekom fetalnog razvoja, telencefalon covjeka ima glatku povrSinu
(lissencephalon), a potom se ta povrsSina nabire u brojne vijuge i brazde (gyrencephalon)
(Chi 1 sur. 1977, Connolly 1950). Detaljan opis slijeda nastanka vijuga i brazdi objavio
je ve¢ Gustav Retzius (Retzius 1896). Medutim, ni danas nije poznato kako
histogenetski procesi to¢no utjeCu na oblikovanje vanjskog izgleda (morfologije)
telencefalona.

Postoje dvije glavne teorije girifikacije, to jest nastanka mozdanih vijuga i brazda:
1) teorija mehanicke girifikacije (Armstrong i sur. 1991, Goldman i Galkin 1978,
Hilgetag 1 Barbas 2006, Retzius 1896, Toro i Burnod 2005, Toro i sur. 2008, Van Essen
1997) te 2) teorija aktivnog rasta, to jest girogeneze (Welker 1990). Prema razli¢itim
varijantama mehanicke teorije, vijuge i brazde nastaju zbog tenzije izazvane rastom
snopova aksona te zbog razlika u volumenu supragranularnih 1 infragranularnih
kortikalnih slojeva. Teorija aktivne girogeneze nastanak vijuga i brazdi objaSnjava
aktivnim regionalnim rastom vijuga, dok su dna brazdi ,,usidrena® te svoj polozaj tek
neznatno mijenjaju u odnosu na srediSte telencefalona. Odredivanje slijeda nastanka
vijuga i brazdi te usporedba tog slijeda s kvantitativnim pokazateljima dobivenim

analizom MRI snimaka (kao Sto su brzina rasta kortikalne povrSine u razlic¢itim
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reznjevima mozga te volumeni fetalnih zona u razli¢itim reznjevima) moze ukazati na
regionalne razlike u trajanju i brzini razvoja specifi¢nih kortikalnih podrucja i polja, te
na postojanje kriti¢nih razdoblja za regionalno-specifi¢ni razvoj mozdane kore. Takva
kvantitativna analiza rasta i razvoja ljudskog mozga danas je sve zanimljivija 1 bitnija i
u klinickom pogledu, jer ukazuje na mogucu povezanost regionalno-specifi¢nog razvoja
kortikalne girifikacije (koji je MRI metodom moguce pratiti in vivo) s funkcionalnim
neurorazvojnim ishodom u prijevremeno rodene djece (Dubois i sur. 2008a,b, Piao i sur.

2004, Rakic 2004).
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2. HIPOTEZA ISTRAZIVANJA

Razvojne promjene volumena pojedinih fetalnih zona stijenke telencefalona su
odraz intenziteta i opsega histogenetskih procesa koji su u doti¢noj fetalnoj zoni
dominantni u specificnom razvojnom razdoblju. Kvalitativnom 1 kvantitativnom
histoloSkom i MRI analizom prolaznih fetalnih zona u odnosu na vanjsku morfologiju
telencefalona mogu se dobiti klinicki korisni bioloSki pokazatelji slijeda i intenziteta

histogenetskih procesa u kljuénom razdoblju razvoja ljudskog mozga.
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3. CILJ ISTRAZIVANJA

Glavni cilj istrazivanja jest utvrditi kada i u kojem razvojnom razdoblju se zbivaju

najvece kvantitativne promjene volumena, debljine i povrSine prolaznih fetalnih zona

stijenke telencefalona, koriste¢i MRI snimke fetalnog telencefalona i njihovu usporedbu

s odgovarajuc¢im histoloskim rezovima telencefalona.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

10)

Specifi¢ni ciljevi istrazivanja su:

utvrditi kojom tehnikom snimanja, to jest MRI-sekvencom (koriste¢i Siemensov
uredaj za magnetsku rezonanciju snage polja 3 Tesla) se moze posti¢i optimalna
rezolucija 1 najbolji slikovni kontrast izmedu prolaznih fetalnih zona,

snimiti metodom in vitro magnetske rezonancije najmanje 15 fetalnih mozgova na
kojima se jasno vide prolazne fetalne zone,

koriste¢i kombinaciju MRI i histoloskih metoda, definirati citoarhitektonske
granice prolaznih fetalnih zona u stijenci telencefalona, kao i ostalih struktura
telencefalona i diencefalona, da bi se mogao izraditi trodimenzionalni (3D) atlas
razvoja prolaznih fetalnih struktura,

izraditi program za kvantitativnu analizu MRI snimaka prolaznih fetalnih zona in
vivo te in vitro.

izmjeriti relativne i apsolutne ukupne i regionalne volumene prolaznih fetalnih
zona prikazanih metodom magnetske rezonancije,

mjerenjem promjene relativnih i1 apsolutnih volumena fetalnih zona na MRI
snimkama odrediti razvojne krivulje promjena volumena fetalnih zona u ovisnosti
o dobi fetusa i prematurusa,

izmjeriti ukupne i regionalne volumene i povrsine kortikalne plo¢e i subplate zone
u razli¢itim razvojnim razdobljima,

objasniti razvojne promjene volumena, povrsine i debljine prolaznih fetalnih zona
na temelju razlika u opsegu i intenzitetu histogenetskih procesa u tim zonama,
koriste¢i usporedbu histoloskih preparata i MRI snimaka,

mjerenjem relativne ili apsolutne debljine fetalnih zona, utvrditi postoje li
regionalno-specifi¢ne razlike u dinamici njihovog rasta i razvoja,

Usporediti ukupni i regionalno-specifi¢ni razvoj vijuga i brazdi s promjenama

prolaznih fetalnih zona.
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4. MATERUALI | METODE

4.1. Materijali

U studiju je uklju¢eno devetnaest mozgova ljudskih fetusa i nedonos¢adi u dobi
od 11. do 40. tjedna nakon zacec¢a — TNZ (Tablica 1) koji su dio opsezne Zagrebacke
neuroembrioloske zbirke (Juda$ i sur. 2011, Kostovi¢ i sur. 1991). Uzorci mozdanog
tkiva su dobiveni tijekom sluzbenih autopsija, nakon spontanih ili medicinski
opravdanih pobacaja, uz prethodnu suglasnost Etickog povjerenstva Medicinskog
fakulteta SveuciliSta u Zagrebu. U ovom radu su analizirani samo mozgovi bez uo€enih
makroskopskih ili mikroskopskih neuropatoloskih promjena, uzevsi u obzir i dostupne
anamnesticke podatke o mogucim genetiCkim poremecajima ili patoloskim pojavama u
prethodnim trudno¢ama. Mozgovi nedonosc¢adi i novorodencadi (>22 TNZ) takoder su
ukljuceni u analizu, ali samo ako je kao uzrok smrti naveden sindrom iznenadne smrti
ili respiratorne bolesti.

Dob fetusa ili nedonoscadi procijenjena je na temelju duljine tjeme-zadak (engl.
crown rump length, CRL) te podataka o trajanju trudnoCe, a izrazena je u tjednima
nakon zacec¢a (TNZ) (Olivier i Pineau 1961). Iako se pri samoj obdukciji osobito pazilo
da se ne osteti tkivo mozga, do manjih oSte¢enja i deformacija fetalnog mozga ipak je
doslo u tri slucaja, pa je u tim uzorcima kvantitativna analiza obavljena samo na

ocuvanoj mozdanoj hemisferi.

Klasifikacija 1 podjela razvojnih faza ljudskog mozga preuzeta je iz prethodno
objavljenog rada (Kostovi¢ i Vasung 2009), kako slijedi (Slika 4 — 7):

(i) Faza A, rana fetalna faza (9. do 13. TNZ), u kojoj se predominantno
odvijaju proliferacija i migracija neurona te izrastanje aksona,
(i1) Faza B, srednja fetalna faza (13. do 24. TNZ), u kojoj se predominantno
odvijaju proliferacija, migracija, regionalna diferencijacija morfoloskog
fenotipa (izrastanje dendrita - dendrogeneza; izrastanje aksona -
aksogeneza), odabir putanje rasta snopova aksona te diferencijacija
molekularnog fenotipa neurona,
(ii1) Faza C, kasna fetalna faza - razdoblje prijevremeno rodene djece (24. do

36. TNZ), u kojoj se predominantno odvijaju sinaptogeneza te procesi
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razvojne reorganizacije kao Sto su povlacenje (retrakcija) aksonskih
kolaterala 1 premjeStanje aksona ili aksonskih ogranaka (nestanak
privrtemenih projekcijskih veza izmedu neurona), diferencijacija dendrita,
razvoj laminarne 1 citoarhitektonske organizacije kortikalne ploce te
urastanje snopova aksona u kortikalnu plocu;

(iv) Faza D, perinatalna faza (36. do 40. TNZ), u kojoj se odvijaju
reorganizacija citoarhitektonskih modula, diferencijacija morfoloSkog 1
kemijskog fenotipa neurona, arealna specifikacija mozdane kore,
sinaptogeneza, mijelinizacija te urastanje kratkih asocijacijskih snopova

aksona u kortikalnu plocu.

Tablica 1. Popis hemisfera fetalnih ljudskih mozgova analiziranih u ovom radu.

Svi uzorci Zagrebacke neuroembrioloSke zbirke su Sifrirani rednim brojevima.

Popis materijala

Redni
broj Dob (TNZ) Hemisfera Faza Uzrok smrti
1 11 Desna A Abortus spontaneus
2 16 Lijeva B Nepoznat
3 16 Desna B Nepoznat
4 18 Desna B Abortus spontaneus
5 18 Lijeva B Abortus spontaneus
6 19 Desna B Partus Praetemporarius
7 19 Lijeva B Partus Praetemporarius
Abortus in tractu completus, Asthma
8 20 Desna B Bronchiale
9 21 Lijeva B Abortus in Tractu Completus
Maceratio Fetus Gradus lll, Abortus in
10 21 Lijeva B Tractu, Cyanosis Universalis, Oedema
Pulmonum
11 24 Desna C Fetus mortus in utero ab latus, Abruptio
placentae, Partus | praetemporarius,
12 24 Lijeva C status post SC
13 25 Lijeva C Nepoznat
14 25 Desna C Nepoznat
15 26 Desna C Nepoznat
16 29 Desna C Mrtvorodeno
17 30 Lijeva C Prematurus
18 40 Desna D Asphyxio ligoris amnii
19 40 Desna D Abruptio placentae
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4.2. Metode

4.2.1. Postupak snimanja fetalnih mozgova metodom magnetske rezonancije

Devetnaest mozdanih hemisfera fetusa u dobi od 11. do 40. TNZ (Tablica 1) je
fiksirano u 4% puferiranoj otopini paraformaldehida (0.1M fosfatni pufer; pH = 7,4).
Razdoblje fiksacije je iznosilo od nekoliko tjedana do nekoliko godina. Mikrostrukturne
promjene tkiva tijekom fiksacije, ovisno o trajanju fiksacije, razliito utjeCu na
promjenu signala dobivenog metodom magnetske rezonancije (Dawe i sur. 2009,
Grinberg i sur. 2008, Pfefferbaum i sur. 2004, Shepherd i1 sur. 2009, Tovi i1 Ericsson
1992), a samim time i na intenzitet voksela slike dobiven izraunom signala. Fiksacija u
aldehidnoj otopini mijenja mikrostrukturu mozdanog tkiva te smanjuje razliku u
pokretljivosti vode izmedu sive i bijele tvari (Pfefferbaum i sur. 2004). Te razlike u
pokretljivosti vode su kljucne za razlikovanje razli€itih dijelova tkiva tijekom rutinskog
klinickog MRI snimanja u kojem se koriste standardne tri-dimenzionalne 'spoiled
gradijent eho' (3D GRE) sekvence (takoder poznate kao gradijent-eho brza akvizicija
pripremljena magnetizacijom, MPRAGE). Stoga nije bilo moguée dovoljno dobro
razlikovati prolazne fetalne zone koriste¢i komercijalno dostupnu T1 sekvencu (tzv.
'volumetrijski interpoliran pregled prilikom zadrzavanja daha' - 'volumetric interpolated
brain examination'; Rofsky i sur. 1999, Wetzel i sur. 2002), pa smo tu sekvencu morali
modificirati da postignemo veliku prostornu rezoluciju (300-500 wm) te potreban
kontrast za trodimenzionalnu kvantitativhu analizu prolaznih fetalnih zona. Isto tako,
bilo je potrebno prilagoditi vremenske parametre snimanja (vrijeme ponavljanja, TR, i

eho vrijeme,TE).

Sljede¢i vremenski parametri snimanja bili su prilagodeni uzimajuéi u obzir
razlike izmedu ponaSanja protona i njihove mikrookoline u fiksiranom i Zivom
mozdanom tkivu:

a) Podrucje snimanja ('field of view', FOV) je smanjeno da se postigne
velika prostorna rezolucija te skrati vrijeme potrebno za dobivanje
snimke. Rubovi podru¢ja snimanja bili su na granici mozga te otopine

za fiksaciju.
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b)

d)

2)

Vrijeme nakon kojeg se ponavlja pulsni signal unutar jednog reza
(obi¢no nakon $to se vecina protona vrati iz pobudenog stanja
longitudinalne magnetizacije u svoje pocetno stanje) - 'repetition
time', to jest vrijeme ponavljanja (7r) - bilo je podeSeno na 14.5 ms.
Vrijeme od primjene 90° pulsa do vrhunca eho signala (eho-vrijeme,
‘echo time’ T%), bilo je podeseno na 5.4 ms.

Kut zrcaljenja, (flip angle), odnosno kut na koji je neto magnetizacija
rotirana ili prebacena u odnosu na glavni smjer magnetskog polja
(koriste¢i primjenu radiofrekventnog ekscitacijskog pulsa prilikom
Larmorove frekvencije), bio je podesen na 12°.

Broj ekscitacija, Ngx, odnosno broj ponavljanja akvizicije slika bio je
5.

Vrijeme potrebno za trodimenzionalnu akviziciju volumena iznosilo
je priblizno 1,5 sati po mozgu

Izotropna veli¢ina voksela, jedinica volumena iz koje se dobiveni
signal preraCunava u intenzitete, bila je 300 wm za mozgove <I5

TNZ te 500 um za mozgove > 15 TNZ.

lako je trajanje fiksacije bilo razli¢ito za razli¢ite mozgove, razlike intenziteta

MRI signala u razli¢itim dijelovima moZzdanog tkiva nisu artefakti fiksacije, nego odraz

bioloskih razlika u mikrostrukturi tkiva (Dawe i sur. 2009, Grinberg i sur. 2008,
Pfefferbaum i sur. 2004, Shepherd i sur. 2009, Tovi i Ericsson 1992), kako je opisano u

izvornoj studiji (Kostovi¢ 1 sur. 2002), te potvrdeno drugim istrazivanjima (Widjaja i

sur. 2010).

Slike za obradu dobivene su koristenjem uredaja Siemens Trio Tim za oslikavanje

metodom magnetske rezonancije jacine 3T te su svi mozgovi snimljeni uz pomo¢ male

osmokanalne povrsinske zavojnice za snimanje zapesca.
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4.2.2. Postupak histoloske obrade tkiva

Pet mozdanih hemisfera fetusa (u dobi od 11, 16, 24, 26 te 40 TNZ) prvo je
snimljeno metodom magnetske rezonancije, a potom i histoloski obradeno. Taj uzorak
predstavlja krakteristicna razdoblja razvoja fetalnog mozga (Vasung i sur. 2010,
Kostovi¢ and Vasung 2009). Nakon MRI snimanja, blokovi mozdanih hemisfera su
uklopljeni u parafin te serijski izrezani u koronalne (frontalne) rezove debljine 15-20
um. Serijski rezovi tkiva zatim su obojeni Nisslovom metodom (za prikaz
citoarhitektonike) te histokemijskom metodom za prikaz sulfatiranih glikokonjugata,
tzv. PAS-AB (Periodic Acid Schiff-Alcian Blue) bojanjem (Vacca i sur. 1978). To
bojanje je iznimno korisno za prikaz subplate zone zbog toga Sto ona sadrzi obilni i
hidrofilni izvanstani¢ni matriks (Kostovi¢ i sur. 2002, Kostovi¢ i Rakic 1990). Rezovi
obojeni histokemijskom metodom za prikaz acetilkolinesteraze (Kostovi¢ i Goldman-
Rakic 1983) koriSteni su za prikaz rastu¢ih talamokortikalnih aksona, ali i za prikaz
kapsule eksterne koja oznacava granicu intermedijalne i subplate zone u lateralnim
dijelovima fetalnog telencefalona (Kostovi¢ i1 sur. 2002, Kostovi¢ i Rakic 1990).
HIstoloski rezovi su digitalizirani koriste¢i Nikon skener, a dobivene digitalne slike su

obradene koriste¢i Adobe® Photoshop®™ program.

4.2.3. Obrada slika dobivenih metodom magnetske rezonancije
4.2.3.1. Priprema slika prije obrade

Djelomicno automatska procedura za obradu slika dobivenih metodom magnetske
rezonancije razvijena je adaptacijom i kalibracijom programa razvijenog na SveuciliStu
McGill u Kanadi (Montreal Neurological Institute — MNI). Slike su prvo preuzorkovane
na izotropnu veli¢inu voksela od 0.15 mm (<= 13TNZ) te 0.25 mm (>15 TNZ).
Intenziteti voksela su korigirani zbog nehomogenosti magnetskog polja koristenjem
N3, neparametrijskom automatskom korekcijom intenziteta (Non-parametric Non-
uniform intensity Normalization) (Sled i sur. 1998), u promjeru od 5 mm od odabranog
voksela te s ishodom da su na slikama korigirani uglavom utjecaji nehomogenosti

magnetskog polja zbog koristenja zavojnice za zapesce, a time je i zavrSen postupak
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normalizacije slike. Maska tkiva mozga dobivena je postavljanjem praga intenziteta

voksela.

4.2.3.2. Obrada slika

4.2.3.2.1. Segmentacija slika u tkivne klase

Tijekom razvoja fetalnog mozga, kvalitativna svojstva tkiva prikazana metodom
magnetske rezonancije razlikuju se od onih u odraslom mozgu (Kostovi¢ i sur. 2002,
Rados i sur. 2006). Relaksacijska vremena T1 (longitudinalno) i T2 (transverzalno)
ovise o kretanju i raspodjeli protona, to jest, o mobilnosti vode u tkivu. Nadalje,
dinamika histogenetskih procesa (u koju su ukljucene i stani¢ne i izvanstani¢ne prolazne
promjene u sastavu tkiva) odrazava se kao promjena intenziteta T1/T2 signala tkiva,
specificna za pojedinu fazu razvoja. U mozgu koji se razvija (za razliku od odraslog
mozga), raspored i gustoca stanica, koli¢ina mijeliniziranih i nemijeliniziranih aksona,
te sastav izvanstani¢nog matriksa i postotak vode u njemu uzrokuju obrat intenziteta
signala izmedu buduce kore mozga te buduce bijele tvari. Nakon 13. TNZ, kao §to se i
vidi na slikama dobivenim metodom magnetske rezonancije, stijenka telencefalona se
sastoji od pet slojeva, to jest fetalnih zona. Intenzitet T1 MRI signala je razli¢it u
razli¢itim fetalnim zonama (Kostovi¢ and Judas 2002), Sto omogucuje njihovo
jednostavno prepoznavanje i razgranicenje (Slika 3).

Za Kklasifikaciju pojedinih voksela u histoloski definirane prolazne fetalne zone
koriStena je kvalitativna analiza intenziteta MRI signala (Kostovi¢ 1 Juda$ 2002, Rados i
sur. 2006), histoloska analiza istih mozgova (Slika 3) te automatski alati za obradu slika
dobivenih metodom magnetske rezonancije, izradeni na Sveucilistu McGill - MNL

Inicijalna segmentacija, klasifikacija voksela u tkiva prema njihovim
intenzitetima, obavljena je koriste¢i algoritam za umjetnu neuralnu mrezu. Naime, prvo
su kroz Citav volumen (sve rezove) rucno postave tocke koje oznacavaju samo pojedine
voksele tkiva te su pridruzene u sljedeée klase tkiva; I - pozadina, II - formalin, III -
kortikalna ploca, IV - fetalna bijela tvar s bazalnim ganglijima. Najmanje 100 tocki po
tkivu je koriSteno za pouzdanu procjenu njihovih srednjih intenziteta i varijacija (Tohka

i sur. 2004, Zijdenbos i sur. 1998).
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Djelomicni volumeni (eng. 'partial volumes') kortikalne ploce te otopine za
fiksaciju u dubokim dijelovima brazdi, koji su intenziteta slicnog fetalnoj bijeloj tvari,
bili su pogresno klasificirani kao 'fetalna bijela tvar' ponajviSe zbog toga Sto su u
usporedbi s odraslim mozgom brazde fetalnog mozga izrazito uske te uz navedeno
postoji obrat slijeda intenziteta voksela od pijalne povrSine do ventrikula (otopina za
fiksaciju je niskog T1 intenziteta signala, kortikalna ploca je visokog T1 intenziteta dok
je subplate zona takoder obiljezena niskim T1 intenzitetom signala) u odnosu na odrasli
mozak (likvor je niskog T1 intenziteta signala, kora mozga je takoder nizeg Tl
intenziteta, dok je bijela tvar visokog T1 intenziteta). Posljedi¢no, inicijalno
segmentirane slike trebale su biti ru¢no ispravljene, kako bi se ispravili pogresno
klasificirani vokseli zbog djelomi¢nog efekta volumena, artefakti (oStec¢eni dijelovi
tkiva) te zamaskirala nezeljena tkiva koja su oznacena kao pozadina prilikom
rekonstrukcije povrSine zona. Neka od tkiva su naknadno posebno oznacena prilikom
izrauna njihovih volumena (mali mozak, mozdano deblo, pons, mesencefalon).
Koriste¢i Display modul (MNI alat) poluautomatski segmentirane slike u prethodno
nabrojane Cetiri klase tkiva ru¢no su ispravljene te su uske brazde klasificirane
(obojane) ruc¢no kao otopina za fiksaciju, kako bi se naknadno mogla rekonstruirati
povrsina kortikalne ploce.

Povrh navedenog, nakon automatske klasifikacije te njenih ru¢nih popravaka,
vokseli koji su oznaceni kao tkivo IV ('fetalna bijela tvar') su izdvojeni te ru¢no obojeni
uvodenjem jo§ Cetiri nove klase tkiva. Navedene nove klase tkiva odredene su
koristenjem njihove kvalitativne razlike u intenzitetima (ali i anatomskih granica
opisanih u uvodu) te odgovarajucih ili identi¢nih histoloskih rezova. Detaljnom ru¢nom
segmentacijom automatski oznacene klase tkiva IV, ona je podijeljena na IV - subplate
zonu, V - intermedijalnu zonu, VI - proliferacijske zone, VII - subkortikalnu sivu tvar te

VIII - diencefalon (Slika 4 - 7).
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Slika 3. Primjer histoloskih rezova koristenih kao predlozak za segmentaciju slika
dobivenih metodom magnetske rezonancije u mozgu fetusa starog 16 TNZ. T1 slike
dobivene metodom magnetske rezonancije (prvi stupac), Odgovarajuci histoloski rezovi
obojeni Nisslovom metodom (drugi stupac), AChE-histokemijom (tre¢i stupac) te
imunocitokemijom za prikaz CS-56 (Cetvrti stupac). CP, kortikalna ploc¢a, SP, subplate
zona, IZ, intermedijalna zona, VZ, ventrikularna zona, *, subventrikularna zona, crvena
strelica, kapsula eksterna. Dvostruke strelice oznacavaju promjenjljiv stani¢ni sastav

subplate zone, zbog kojeg postoji varijacija u intenzitetu MRI signala.
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Slika 4. FAZA A. Primjer rucno popravljene segmentacije slika (klasifikacije voksela)
dobivenih metodom magnetske rezonancije u tkivne klase. T1 snimke fetalnog mozga
starog 11 TNZ (donji red) s dodatnom segmentacijom istih slika (gornji red). Oznake:
zeleno (kortikalna ploca), plavo (intermedijalna zona s uklju¢enim vanjskim dijelom
subventrikularne zone bogate vlaknima), ruzicasto (proliferacijske zone), ljubicasto
(bazalni gangliji s diencefalonom). Ruc¢no popravljanje obavljeno je na sve tri
orijentacije slika kako bi se dobili to¢niji podatci.

Slika 5. FAZA B. Primjer rucno popravljene segmentacije slika (klasifikacije voksela)
dobivenih metodom magnetske rezonancije u tkivne klase. T1 snimke fetalnog mozga
starog 18 TNZ (donji red) s dodatnom segmentacijom istih slika (gornji red). Oznake:
zeleno (kortikalna ploc¢a), tamno plavo (subplate zona), plavo (intermedijalna zona s
ukljucenim vanjskim dijelom subventrikularne zone bogate vlaknima), ruzicasto
(proliferacijske zone), ljubicasto (bazalni gangliji s diencefalonom). Ru¢no popravljanje
obavljeno je na sve tri orijentacije slika kako bi se dobili to¢niji podatci.
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Slika 6. FAZA C. Primjer rucno popravljene segmentacije slika u tkivne klase
(klasifikacije voksela) dobivenih metodom magnetske rezonancije.. T1 snimke fetalnog
mozga starog 26 TNZ (donji red) s dodatnom segmentacijom istih slika (gornji red).
Oznake: zeleno (kortikalna ploca), plavo (intermedijalna zona s uklju¢enim vanjskim
dijelom subventrikularne zone bogate vlaknima), ruzicasto (proliferacijske zone),
ljubicasto (bazalni gangliji s diencefalonom). Ru¢no popravljanje obavljeno je na sve tri
orijentacije slika kako bi se dobili to¢niji podatci.

Slika 7. FAZA C. Primjer rucno popravljene segmentacije slika u tkivne klase
(klasifikacije voksela) dobivenih metodom magnetske rezonancije. T1 snimke fetalnog
mozga starog 30 TNZ (donji red) s dodatnom segmentacijom istih slika (gornji red).
Oznake: zeleno (kortikalna ploca), plavo (intermedijalna zona s uklju¢enim vanjskim
dijelom subventrikularne zone bogate vlaknima), ruzicasto (proliferacijske zone),
ljubicasto (bazalni gangliji s diencefalonom). Ru¢no popravljanje obavljeno je na sve tri
orijentacije slika kako bi se dobili to¢niji podatci.

25



Iako vidljiva, subventrikularna zona ne pokazuje kontinuiranu prisutnost na svim
MRI snimkama duz ¢itavog volumena mozga nakon 16. TNZ (Slike 4 - 7) te su samo
neki njezini dijelovi (unutarnja subventrikularna zona te njezin unutarnji vlaknasti sloj s
vanjskim dijelom subventrikularne zone (Smart i sur. 2002) klasificirani kao

proliferacijska zona, dok su ostali pridodani intermedijalnoj zoni.

Nakon 34. TNZ, na MRI snimkama nije moguée sigurno odrediti kontinuiranu
granicu izmedu subplate zone i intermedijalne zone, premda se mogu uociti regionalne
razlike u intenzitetima. Stoga su nakon 34. TNZ subplate zona i intermedijalna zona
klasificirane su kao jedna zajednicka zona, pa su klase tkiva u mozdanim hemisferama
definirane kao u odraslom mozgu. Regionalne varijacije u intenzitetu MRI signala
unutar 'buduce bijele tvari’ nedavno su opisane kao varijacije zbog razliitog
sazrijevanja snopova vlakana koja su razmjestena u sagitalne slojeve te odgovaraju Von
Monakowljevim segmentima (Judas$ i sur. 2005, Kostovi¢ 1 Juda$ 2002, Vasung i sur.
2010).

Volumeni segmentiranih fetalnih zona izraunati su mnoZenjem broja voksela

oznacenih kao odredeno tkivo s iznosom volumena jednog voksela.

4.2.3.3. Trodimenzionalna rekonstrukcija povrsina

Slike volumena svake hemisfere nakon snimanja metodom magnetske rezonancije
ruéno su registrirane u stereotaksijski prostor (predlozak odraslog mozga). Registracija
hemisfera u ICBM152 stereotaksijski prostor napravljena je uz pomo¢ modula Register,
razvijenog na MNI. Za registraciju je koriSteno 10 rucno dodanih anatomski
korespondentnih to¢aka u fetalnom mozgu, koje odgovaraju anatomskim tockama u
odraslom mozgu. Nakon toga, svaka hemisfera je automatski ko-registrirana s odraslim
mozgom koriste¢i tri translacije, tri rotacije te jedno proporcionalno uvecanje. Ovakav
nacin registracije hemisfera u stereotaksijski prostor bio je potreban kao preduvjet za
izratun 1 rekonstrukciju vanjske povrSine, kako bi se kasnije te povrSine mogle

medusobno registrirati.
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Slika 8. Rekonstrukcija povrSina kortikalne ploce (zeleno), subplate zone (ljubicasto),
intermedijalne zone s dijelom subventrikularne zone (svijetlo plavo), proliferacijskih
zona (ruzicasto) te mozdanih komora (zuto) u mozgovima fetusa starih 11, 16, 20, 21,

24,26 te 30 TNZ.

IzraCun 1 rekonstrukcija povrSine prolaznih fetalnih zona obavljeni su
automatskim postupkom (Kim i sur. 2005, MacDonald i sur. 2000) koriste¢i prethodno
opisane segmentirane slike. PovrSine su geometrijski izracunate i rekonstruirane,
postavljaju¢i 81.920 trokuta te 40.962 vrs$nih tocaka u trodimenzionalnom prostoru.
Prvo su rekonstruirane povrSine unutarnjih slojeva (koje su blize mozdanim
komorama), kako bi navedeni broj vr$nih tocaka u prostoru odgovarao vr$nim tockama
u prostoru svake sljede¢e rekonstruirane povrSine. PovrSine svakog vanjskog sloja

dobivene su prosirenjem prethodno rekonstruirane povrsine (Slika 8).

Linearna debljina svakog sloja (kortikalne ploce i subplate zone) definirana je na
vr$nim tockama povrsine (Slika 9). Izmjerena je uzimajuci apsolutnu udaljenost izmedu
dvije korespondentne vrSne tocke na svakoj od povrSina, a zatim su mjerenja
yjednacena da odgovaraju bioloSkim svojstvima koriste¢i jezgru (fwhm) od 10 mm

(Boucher i sur. 2009) ili 5 mm za mozgove mlade od 20 TNZ.
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Slika 9. Primjer rezultata izracuna linearne debljine kortikalne ploce (gornji red) te
subplate zone (donji red) u mozgu fetusa u dobi od 30 TNZ. S desne strane prikazana je

bojom kodirana ljestvica u mm.

Indeks girifikacije (omjer apsolutne povrsine u odnosu na povrsinu koja se vidi
vanjskom inspekcijom) izracunat je iz povrsine kortikalne ploce. Zbog ubrzanog rasta i
promjene morfometrije fetalnih mozgova od 11. do 40. TNZ, nije bilo moguce koristiti
univerzalni staticki model za registraciju povrSina izmedu mozgova razlic¢ite dobi. Zbog
navedenoga, povrsine su registrirane po dobi te longitudinalno jedna s drugom, slijedeci
dob izrazenu u TNZ. Mozgovi stari 40 TNZ registrirani su s odraslim predloskom
povrsine (ICBM152), kako bi se definirao korisni stereotaksijski prostor za mozgove u
razvoju (Boucher i sur. 2009, Lyttelton i sur. 2007, Robbins 2004). Longitudinalna
registracija povrsina obavljena je podeSavanjem granica izmedu reznjeva na povrsini

mozga, ruénim oznacavanjem na povrsini slojeva.

28



4.2.3.3.1. Anatomska segmentacija povrsine fetalnih zona

Regionalna podjela povrSine u reznjeve (Slika 10) rucno je definirana,

oznacavajuci svaku od vr$nih tocaka kao toc¢ku koja pripada sljede¢im reznjevima:

a)
b)
c)
d)
e)
f)

Ceoni rezanj (lobus frontalis)
Tjemeni rezanj (lobus parietalis)
Zatiljni rezanj (lobus occipitalis)
Sljepoocni rezanj (lobus temporalis)
Oto¢ni rezanj (Insula)
Rubni rezanj (lobus limbicus) koji se sastoji od dva dijela;
i. Pojasne vijuge (gyrus cinguli)
ii. Hipokampusa, parahipokampalne vijuge (gyrus

parahippocampalis) sa septalno-preoptickim podru¢jem.

Za odredivanje pojedinih reznjeva i njihovih anatomskih granica koriSten je

neuroanatomski atlas (Mai 1997).

Nakon longitudinalne registracije povrSina, mogu se odrediti trendovi promjene

debljine pojedinih slojeva, odnosno izracunati promjene debljine izmedu odgovarajucih

vr$nih tocaka u vremenu, kako bi se odredili obrasci rasta u razli¢itim regijama.

Prethodni razvoj vijuga i brazdi je uvjet za anatomsku podjelu povrsine, pa je to

moguce tek nakon 24. TNZ (Vasung i sur. 2010); pojedine vr$ne tocke oznacene su kao

tocke koje pripadaju gore navedenim reznjevima (Slika 10).
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Slika 10. Regionalna podjela povrsine kortikalne ploce u mozgovima fetusa starih 25,
30 te 40 TNZ. Ceoni rezanj (ljubiGasto), tjemeni rezanj (crveno), zatiljni rezanj (zeleno),
sljepoo¢ni rezanj (modro plavo), pojasna vijuga (narancasto), otoc¢ni rezanj (Zuto)
parahipokampalna vijuga, hipokampus s septalno-preoptickim podrucjem (tamno
plavo). Gornji red prikazuje lateralnu povrSinu hemisfere, a donji red medijalnu

povrsinu hemisfere.

4.2.3.3.2. Izracuni i mjerenja povrsine

Mjerenja povrsine i volumena reZnjeva, njihovog volumena te prosjecne debljina
kortikalne ploce i subplate zone obavljena su zasebno za svaki rezanj. Volumeni i
povrsine prvo su izraunati odredivanjem elementarnih povrsina te volumena u vr$nim
tockama, a zatim zbrajanjem navedenih povrSina i volumena kroz citav rezanj.
Elementarne povrSine raspodijeljene su jednako (1/3) svakoj od njihovih dodirnih
vr$nih tocaka. Slicno tome, elementarni volumen izracunat je iz volumena prizme
formirane iz povezanih parova vrSnih tocaka na unutarnjoj i vanjskoj povrsini (Slika

11).
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gray surface

Slika 11. Prizma formirana povezivanjem vr$nih to¢aka svakog para trokuta izmedu
vanjske 1 unutarnje povrsine odredenog sloja (kortikalna ploc¢a 'gray surface' ili subplate

zona 'white surface').
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5. REZULTATI

5.1. Korelacija dobi i volumena prolaznih fetalnih zona

U nastavku ¢e biti prikazana povezanost dobi u tjednima nakon zaceéa (TNZ) s
volumenima promatranih struktura. Donja tablica (Tablica 2.) tako prikazuje
deskriptivne vrijednosti navedenih varijabli. Grafikoni koji slijede iza tablice graficki
prikazuju srednju vrijednost i standardnu devijaciju varijabli. Volumeni promatranih
struktura predstavljaju vrijednosti volumena unutar jedne hemisfere (lijeva ili desna,

ovisno o dostupnosti preparata).

Tablica 2. Statisticki obradeni podatci volumena prolaznih fetalnih zona.

N = broj opazanja; Sr. = srednja vrijednost; -95%/95% IP = intervali pouzdanosti; Med
= medijan; Min, Maks, Raspon = najniZa, najvisa vrijednost i razlika izmedu njih; SD =
standardna devijacija, KPv (volumen kortikalne ploce), SPv (volumen subplate zone),
IZv (volumen intermedijalne zone), PZv (volumen proliferacijskih zona), SKSTv
(volumen subkortikalne sive tvari), Dv (volumen diencefalona), Tv (volumen

telencefalona), Hv (volumen hemisfere= volumen diencefalona i telencefalona).

Deskriptivne vrijednosti — dob i volumeni promatranih struktura

N* Sr. -95% IP +95% IP Med Min Maks Raspon SD

Dob

S 19 23,26 19,63 26,89 21,00 11,00 40,0 29,0 7,53
(tjedni)

Kl;v 19 14815,92 5418,14 24213,70 9984,50 362,56 71878,8 71516,2 19498,09
(mm°)
(msnl:;; 19 11795,23 6869,00 16721,45 7534,33 0,00 32547,5 32547,5 10220,71
(nffl;]) 19 13078,24 3363,98 22792,49 6626,69 94,0 71880,5 71786,5 20154,70
(mlInZ%/ 19 2003,30 1348,95 2657,66 1820,06 0,0 4839,9 4839,9 1357,63
(mSnII(3§Tv 19 2118,17 1238,61 2997,74 1871,84 54,39 6800,4 6746,0 1824,88
(mI:I‘:;) 19 1517,81 927,67 2107,94 1204,33 82,83 4529,2 4446,3 1224,38
(m];1‘1]3) 19 43810,86 24376,32 63245,40 34574,09 762,78 1499977 1492349 40321,91
(ml;ln‘;) 19 45328,67 2530591 65351,43 35705,06 845,61 154526,8 153681,2 41542,33
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Slika 12. Grafikon koji prikazuje normalnost razdiobe promatranih varijabli volumena
prolaznih fetalnih zona jedne hemisfere. Kratice odgovaraju kraticama navedenim za
Tablicu 2. Na apscisi su vidljive oznake prolaznih fetalnih zona, dok vrijednosti
ordinate prikazuju volumene u mm®. Prikaz normalnosti razdiobe promatranih varijabli

volumena KP, SP, IZ, T, H.

Prethodni, kao i sljedec¢i grafikon (Slika 12 i 13) prikazuju normalnost razdiobe
promatranih varijabli kako bi se u kasnijoj analizi u usporedbi vrijednosti mogla
primijeniti odgovarajuca statisticka metoda. S obzirom na veli¢inu uzorka, za testiranje

normalnosti prikladan je Shapiro-Wilkov test (Corder i Foreman 2009).
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Slika 13. Grafikon koji prikazuje normalnost razdiobe promatranih varijabli volumena
prolaznih fetalnih zona jedne hemisfere. Kratice odgovaraju kraticama navedenim za
Tablicu 2. Na apscisi su vidljive oznake prolaznih fetalnih zona, dok vrijednosti
ordinate prikazuju volumene u mm’. Prikaz normalnosti razdiobe promatranih varijabli

volumena PZ, SKST i D.

U Tablici 3, za usporedbu su navedene i vrijednosti Kolmogorov-Smirnovljevog

testa uz korekciju po Lilleforsu.
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Tablica 3. Normalnost razdiobe dobi i volumena promatranih prolaznih fetalnih zona.

Kratice odgovaraju kraticama navedenim za Tablicu 2.

Normalnost razdiobe dobi i volumena promatranih struktura

Kolmogorov-Smirnov Shapiro-Wilk
d df p w df P

Dob 0,148 19 0,200 0,912 19 0,080
KPv 0,291 19 0,000 0,632 19 0,000
SPv 0,188 19 0,076 0,906 19 0,063
1Zv 0,372 19 0,000 0,546 19 0,000
PZv 0,154 19 0,200 0,937 19 0,237
SKSTv 0,216 19 0,020 0,834 19 0,004
Dv 0,188 19 0,077 0,825 19 0,003
Tv 0,179 19 0,112 0,807 19 0,001
Hv 0,179 19 0,111 0,807 19 0,001

Iz Tablice 3 vidljivo je da se samo vrijednosti varijable PZv (volumen proliferacijskih
zona) mogu smatrati normalno raspodijeljenima. U slucaju daljnje dvije varijable, dobi i
SPv (volumen subplate zone) vrijednosti se mogu smatrati granicno bliskima
normalnoj razdiobi. U nastavku teksta koristit ¢e se statistiCke metode koje su prikladne

s obzirom na gore opisanu razdiobu vrijednosti.

Pored normalnosti razdiobe, a s obzirom na ve¢ poznate pravilnosti promjene
vrijednosti volumena promatranih struktura, prvo ¢e biti ispitana linearnost povezanosti
volumena s fetalnom dobi uzoraka. U Tablici 4 prikazane su vrijednosti R* za korelacije
dobi i volumena promatranih struktura, to jest prikazan je postotak (vrijednosti u tablici
valja pomnoziti sa 100) varijance volumena koji se moze objasniti promjenom fetalne
dobi. Kako je vidljivo iz Tablice 4, volumen vecine promatranih struktura moze se
smatrati linearno povezanim s dobi uzorka. Iako postoji linearna povezanost volumena
struktura fetalne hemisfere te dobi R’ vrijednosti upuéuju da eksponencijalni model

bolje opisuje porast volumena u ovisnosti o dobi gotovo svih struktura. Iznimka je
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porast volumena subkortikalne sive tvari, za koji je linearni model najbolji pokazatelj

(Tablica 4).

Tablica 4. R” vrijednosti linearne i eksponencijalne korelacije izmedu volumena
prolaznih fetalnih zona te dobi. Kratice odgovaraju kraticama navedenim za Tablicu 2.
Crvenim brojkama su istaknute R” vrijednosti, prema kojima se da zakljugiti koji je od

modela prikladniji za to¢niji opis porasta volumena struktura u ovisnosti o dobi.

Linearna i eksponencijalna korelacija volumena s dobi

linearna Eksponencijalna
KPv (mm?) 0,82 0.97
SPv (mm’) 0,04 0.91
1Zv (mm?®) 0,74 0.97
PZv (mm’®) 0,03 0.82
SKSTv (mm°) 0,95 0.92
Dv (mm?) 0,93 0.93
Tv (mm°) 0,92 0.92
Hv (mm’®) 0,92 0.92

Za varijable kod kojih postoji linearna povezanost s fetalnom dobi (dakle, svi
volumeni osim volumena subplate zone i proliferacijskih zona), ispitat ¢e se korelacija
tih dviju varijabli. Iznimke su volumen subplate zone (SPv) kao i volumen
proliferacijskih zona (PZv), kod kojih se odgovarajuca vrijednost volumena dobiva tek
eksponencijalnom jednadzbom.

S obzirom da u svakom od razmatranih modela vrijednost najmanje jedne od
dvaju promatranih varijabli ne slijedi normalnu razdiobu, korelacija ¢e se ispitati
Spearmanovom metodom. Rezultati su prikazani u Tablici 5. Kako je vidljivo, svi

promatrani volumeni izrazito pozitivno i statisti¢ki znacajno koreliraju s dobi uzorka.
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Tablica 5. Linearna korelacija volumena s dobi uzorka. Kratice odgovaraju kraticama

navedenim za Tablicu 2.

Korelacija volumena s dobi uzorka

N R J
KPv (mm?) 19 0,937 <0,001
1Zv (mm?) 19 0,897 <0,001
SKSTv (mm?) 19 0,963 <0,001
Dv (mm®) 19 0,955 <0,001
Tv (mm’) 19 0,953 <0,001
Hv (mm?) 19 0,953 <0,001

Korelacije iz prethodne tablice su graficki prikazane u grafikonima koji slijede.
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Slika 14. Grafikon koji prikazuje linearnu korelaciju volumena prolaznih fetalnih zona 1

dobi. Kratice odgovaraju kraticama navedenim za Tablicu 2. Vrijednosti prikazane na

apscisi predstavljaju dob u tjednima nakon zaceca (TNZ), dok vrijednosti ordinate

prikazuju volumene u mm’.
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5.1.1. Prilagodavanje podataka prema krivulji opazenih vrijednosti

Iako postoji linearna povezanost dobi i volumena promatranih struktura, razvojni
procesi u fetalnom mozgu uzrokuju eksponencijalni rast struktura; stoga smo za prikaz
rasta pojedinih zona odabrali metodu prilagodavanja podataka prema krivulji opazenih
vrijednosti. Tako slijedece tri slike ( Slika 15, 16a i 16b) pokazuju eksponencijalni
model ovisnosti ukupnog volumena cerebralne hemisfere o dobi (Slika 15) koja se
sastoji od diencefalona (Slika 16a, eksponencijalni model ovisnosti volumena
diencefalona o dobi) i telencefalona (Slika 16b, eksponencijalni model ovisnosti

volumena telencefalona o dobi)

) x 10° 5428.98*exp(0.08*x): Prilagodeno r20.92
T T T

0.8+

Volumen cerebralne hemisfere (mm?)
-
T

0.6

04F — — ~
02l @ B
o o'
-@ I -1~ _ I | |
10 15 20 25 30 35 40

Dob (TNZ)

Slika 15. Eksponencijalni model ovisnosti volumena cerebralne hemisfere o dobi. Na
apscisi je prikazana dob u tjednima nakon zaceéa (TNZ), dok vrijednosti ordinate
prikazuju odgovaraju¢e volumene cerebralne hemisfere u mm’. Na vrhu grafikona
prikazana je jednadzba koja predstavlja koristeni model uz odgovaraju¢e R* vrijednosti.

Nepoznanica x u jednadzbi iznad grafikona predstavlja dob u TNZ.
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224.00%exp(0.08*x): Prilagodeno r? 0.93
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Slika 16a. Eksponencijalni model ovisnosti volumena diencefalona o dobi. Na apscisi je
prikazana dob u tjednima nakon zac¢eéa (TNZ), dok vrijednosti ordinate prikazuju
odgovaraju¢e volumene diencefalona u mm’. Na vrhu grafikona prikazana je jednadzba
koja predstavlja koristeni model uz odgovaraju¢e R* vrijednosti. Nepoznanica x u

jednadzbi iznad grafikona predstavlja dob u TNZ.
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18 x 10% 5210.04*exp(0.08*x): Prilagodeno r20.92
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Slika 16b. Eksponencijalni model ovisnosti volumena telencephalona o dobi. Na apscisi
je prikazana dob u tjednima nakon zaceca (TNZ), dok vrijednosti ordinate prikazuju
odgovarajuée volumene telencephalona u mm’. Na vrhu grafikona prikazana je
jednadzba koja predstavlja koristeni model uz odgovarajuée R* vrijednosti. Nepoznanica

x u jednadzbi iznad grafikona predstavlja dob u TNZ.

Prilagodavanje podataka prema krivulji opaZenih vrijednosti (engl. ,curve
fitting™) za volumen subplate zone prikazano je na sljede¢im grafikonima (Slika 17,
Slika 18). Kako je vidljivo iz prethodne tablice i grafikona koji slijedi, model koji
najbolje aproksimira dinamiku promjene volumena subplate zone je eksponencijalni
model. Vrijednost R* za takav model iznosi 0,91, pa se mozZe zakljuditi da je povezanost
izmedu izmjerenih vrijednosti i vrijednosti koje predvida ovakav (eksponencijalni)

model iznimno jaka.
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Konkretni model ovisnosti volumena subplate zone u ovisnosti o dobi, koji je

moguce derivirati iz raspoloZzivih podataka, prikazan je sljede¢om jednadzbom:

SPv = 27283.78 exp(-((dob-27.89)/7.30)°

pri ¢emu je SPv volumen subplate zone, a dob predstavlja dob u tjednima nakon zaceca

(TNZ).

SPv

40000,00]

o volumen SP
___linearni model
_._kvadratni model
---- kubni model

30000,00-]

20000,00

10000,00

.00
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Slika 17. Linearni, kvadratni i kubni modeli ovisnosti volumena subplate zone o dobi.
Na apscisi je prikazana dob u tjednima nakon zace¢a (TNZ), dok vrijednosti ordinate

. . ., 3
prikazuju odgovarajuce volumene subplate zone u mm”.
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Tijekom razvitka fetalnog mozga, povrSina kore mozga eksponencijalno raste, pa
je stoga porast volumena subplate zone i kortikalne ploce prikazan Kkoriste¢i

eksponencijalni model (Slika 18, Slika 19).

< 10" 27283.78"exp(~((x-27.89)/7.30)°): Prilagodeno r?0.91
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Slika 18. Eksponencijalni model ovisnosti volumena subplate zone o dobi. Na apscisi je
prikazana dob u tjednima nakon zaceéa (TNZ), dok vrijednosti ordinate prikazuju
odgovarajuée volumene subplate zone u mm’. Na vrhu grafikona prikazana je
jednadzba koja predstavlja koristeni model uz odgovarajuée R* vrijednosti. Nepoznanica

x u jednadzbi iznad grafikona predstavlja dob u TNZ.
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. x 10* 604.67*exp(0.12*x): Prilagodeno r? 0.97
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Slika 19. Eksponencijalni model ovisnosti volumena kortikalne plo¢e o dobi. Na apscisi
je prikazana dob u tjednima nakon zaceca (TNZ), dok vrijednosti ordinate prikazuju
odgovarajuée volumene kortikalne ploe u mm’. Na vrhu grafikona prikazana je
jednadzba koja predstavlja koristeni model uz odgovarajuée R” vrijednosti. Nepoznanica

x u jednadzbi iznad grafikona predstavlja dob u TNZ.

Prilagodavanje podataka prema krivulji opaZenih vrijednosti za volumen
proliferacijskih zona prikazano je na Slici 20. Kako je vidljivo iz prethodnih tablica
(Tablice 3 - 5) i Slike 20, eksponencijalni model najbolje aproksimira dinamiku
promjene volumena proliferacijskih zona. Vrijednost R za takav model iznosi 0,82, pa
se moze zakljuciti da je povezanost izmedu izmjerenih vrijednosti i vrijednosti koje

predvida ovakav (eksponencijalni) model jaka.
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Konkretni model ovisnosti volumena proliferacijskih zona o dobi, koji je moguce

derivirati iz raspolozivih podataka, prikazan je sljedeCom jednadzbom:

PZy = 3516.94exp(~((dob-24.32)/7.78)°)

351 6.94*exp(—((x—24.32)/7.78)2): Prilagodeno r20.82
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Slika 20. Eksponencijalni model ovisnosti volumena proliferacijskih zona o dobi. Na
apscisi je prikazana dob u tjednima nakon zacec¢a (TNZ), dok vrijednosti ordinate
prikazuju odgovarajuée volumene proliferacijskih zona u mm®. Na vrhu grafikona
prikazana je jednadzba koja predstavlja koristeni model uz odgovarajuce R* vrijednosti.

Nepoznanica x u jednadzbi iznad grafikona predstavlja dob u TNZ.

Tijekom razvitka fetalnog mozga, intermedijalna zona 1 medumozak
(diencephalon) eksponencijalno rastu, pa je stoga porast njihovih volumena u ovisnosti
o dobi prikazan koriste¢i eksponencijalni model (Slika 21, Slika 16a). U usporedbi s
volumenima veéine mjerenih struktura unutar hemisfere, jedino volumen subkortikalne

sive tvari pokazuje bolju linearnu povezanost s dobi uzorka (Tablica 4, Slika 22).

44



Vrijednost R* za linearnu korelaciju dobi i volumena subkortikalne sive tvari iznosi
0,95, dok vrijednost R* dobivena koriste¢i eksponencijalni model (Slika 22) iznosi tek
0.92. 1z navedenoga se moze zakljuciti da linearni model najbolje opisuje rast volumena

subkortikalne sive tvari u ovisnosti o dobi.

. x 10* 244.00*exp(0.14*x): Prilagodeno r? 0.97
T T T T T

o

&)}

Volumen intermedijalne zone (mm?)
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Slika 21. Eksponencijalni model ovisnosti volumena intermedijalne zone o dobi. Na
apscisi je prikazana dob u tjednima nakon zaceéa (TNZ), dok vrijednosti ordinate
prikazuju odgovarajuée volumene intermedijalne zone u mm’. Na vrhu grafikona
prikazana je jednadzba koja predstavlja koristeni model uz odgovaraju¢e R vrijednosti.

Nepoznanica x u jednadzbi iznad grafikona predstavlja dob u TNZ.
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286.79*exp(0.08*x): Prilagodeno r? 0.92
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Slika 22. Eksponencijalni model ovisnosti volumena subkortikalne sive tvari o dobi. Na
apscisi je prikazana dob u tjednima nakon zace¢a (TNZ), dok vrijednosti ordinate
prikazuju odgovarajuée volumene subkortikalne sive tvari u mm’. Na vrhu grafikona
prikazana je jednadzba koja predstavlja koristeni model uz odgovarajuée R” vrijednosti.

Nepoznanica x u jednadzbi iznad grafikona predstavlja dob u TNZ.
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5.2. Regionalne promjene subplate zone i kortikalne ploce tijekom razvoja

U ovom radu nisu obuhvaceni longitudinalno prac¢eni podatci (analizirano je
postmortalno tkivo). Zbog toga nije bila mogucéa trodimenzionalna koregistracija
povrsine i volumena mozga u razdoblju od 11. do 40. TNZ, u odnosu na izrazito
varijabilne vijuge i brazde, da bi se dobila krivulja promjene debljine u svakoj tocci
kortikalne ploce. Stoga su debljine kortikalne ploce i subplate zone u razliitim
razvojnim fazama prikazane kao bojom izrazena mapa izraCuna debljine na
trodimenzionalno rekonstruiranoj povrsini kortikalne ploce u svakom mozgu zasebno
(Slika 23, gornji red) ili na trodimenzionalno rekonstruiranoj povrsini subplate zone u
istom mozgu (Slika 23, donji red). Moze se uociti da postoje o dobi ovisne regionalne
varijacije u debljini kortikalne ploce i subplate zone. Rezultati navode na zakljucak da
do porasta debljine kortikalne ploce i1 subplate zone dolazi prvo u podrucju inzule,

ceono-tjemenog poklopca i buduce centralne pukotine (fissura centralis).

Slika 23. Gornji red prikazuje rezultate mjerenja debljine kortikalne ploce u (redom)
11.,16., 18., 21., 24., 30. te 40. tjednu nakon zace¢a. Donji red predstavlja rezultate
mjerenja debljine subplate zone u istim hemisferama. Bojom kodirana mapa s lijeve
strane prikazuje raspon izmjerenih vrijednosti u mm. [zmjerenim vrijednostima

pridruzena je odgovarajuca boja, a potom je bojom kodirana mapa superponirana na

rekonstruirane povrsine hemisfera (desna polovica slike).

47



Navedeni obrazac regionalnih varijacija debljine kortikalne ploce i subplate zone
najbolje se uocava u razvojnoj fazi B (Slika 24). U odnosu na kortikalnu plocu, subplate
zona krajem faze B i tijekom faze C pokazuje drugaciju raspodjelu regionalnih
varijacija debljine. Naime subplate zonu se ne moze valjano definirati na MRI
snimkama prije 13. TNZ (jer jo$ nije posve razvijena) niti nakon 40. TNZ (zbog
njezinog postupnog nestajanja, ali i slabljenja intenziteta njezinog MRI signala). Stoga
je u ovom radu volumen subplate zone prije 13. i nakon 40. TNZ aproksimiran na nulu.

U fazama B i C, subplate zona ponegdje deseze debljinu do 12 mm (Slika 25,
26. TNZ). Dok tijekom faze A i pocetnog dijela faze B subplate zona i kortikalna ploca
imaju sli¢nu regionalnu raspodjelu debljine, krajem faze B i tijekom cijele faze C
subplate zona postaje najdeblja zona stijenke telencefalona (Slika 23, Slika 25) u
tjemenom reznju, gornjoj ¢eonoj vijuzi, ¢eono-tjemenom poklopcu, supramarginalnoj
vijuzi i gornjoj sljepooc¢noj vijuzi. Takva raspodjela najdebljih podrucja subplate zone
odgovara lokalizaciji buduéeg luc¢nog snopa (fasciculus arcuatus) koji povezuje
motori¢ko (frontalno) i osjetno (temporalno) govorno podru¢je. Nakon 30. TNZ
subplate zona se postupno stanjuje, a intenzitet njezinog MRI signala slabi; stoga nismo

mogli valjano istraZziti regionalnu raspodjelu njezinog postupnog nestajanja.
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Slika 24. Fetalni mozak fetusa u dobi od 16 TNZ. Gornji red prikazuje aksijalnu
(horizontalnu) T1 MRI snimku (lijevo) te rekonstrukciju povrsine kortikalne ploce
(desno) sa superponiranom bojom kodiranom milimetarskom mapom (desna mapa u
sredini slike). Crvene strelice pokazuju kapsulu eksternu (granica subplate zone i
intermedijalne zone u lateralnim dijelovima telencefalona). Zvjezdice su postavljene na
jasno vidljivoj granici izmedu intermedijalne zone i proliferacijskih zona. Donji red
predstavlja isti aksijalni presjek, ali sa superponiranim rezultatima dobivenim nakon
obrade T1 MRI snimaka novom metodom segmentacije, prema kojoj je moguce odvojiti
razliCite fetalne prolazne odjeljke (boje koje odgovaraju odredenim fetalnim odjeljcima
prikazane su na popisu iznad slike, na ljestvici u sredini s lijeve strane).

Desna slika u donjem redu predstavlja rekonstrukciju povrSine subplate zone sa
superponiranom bojom kodiranom mapom, koja predstavlja debljinu subplate zone u
mm. Obje slike u desnom stupcu jasno pokazuju da u 16. TNZ kortikalna ploca, ali i
subplate zona, pokazuju regionalne varijacije debljine, pri ¢emu su najdeblje u podrucju
centralne pukotine (fissura centralis).
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Slika 25. Shematski prikaz debljine kortikalne ploce (gornji red), subplate zone (srednji
red) te intermedijalne zone (doljnji red) u mozga fetusa u dobi od 26. TNZ. U lijjevom
stupcu je pogled na lateralnu stranu hemisfera, srednji stupac je pogled na medijalnu
povrsinu, dok desni stupac predstavlja odgovaraju¢e milimetarske ljestvice kodirane
bojom. Debljina svake zone u odredenoj tocci (X,Y,Z koordinata) njihove
rekonstruirane 3D povrSine jasno ukazuje da kortikalna ploca, subplate zona te

intermedijalna zona imaju regionalno razli¢itu debljinu .
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5.3. Medusobna ovisnost regionalnih volumena subplate zone i kortikalne
ploce

Subplate zona je kljuna za razvoj mozdane kore, pa smo stoga analizirali
povezanost regionalnih volumena subplate zone i1 kortikalne plo¢e u ovisnosti o dobi.
Regionalne volumene i debljine, koristimo kao bioloske pokazatelje regionalnih razlika
u rastu i razvoju subplate zone i kortikalne ploce.

Sljede¢a matrica prikazuje povezanost regionalnih volumena subplate zone i
kortikalne ploce. Pearsonov linearni korelacijski koeficijent ('Pearson product moment
correlation coefficient’) izracunat je za sve regionalne volumene kortikalne ploce i
subplate zone u 10 fetalnih mozgova razli¢ite dobi. Njegov izraun prikazan je u matrici

veli¢ine 14x14 (Slika 26).

Pearsonov linearni korelacijski koeficijent za regionalne volumene
kortikalne ploce i subplate zone tijekom prenatalnog razvoja
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Slika 26. Medusobna pozitivna (crveno) ili negativna (plavo) povezanost regionalnih
volumena subplate zone (stupci i redovi oznaceni brojevima od 1 - 7) te kortikalne
ploce (stupci i redovi oznaceni brojevima od 8 - 14). Medusobna povezanost volumena

razli¢itih podrucja subplate zone (donji desni crveni kvadrant) te medusobna povezanost
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volumena razli¢itih podrucja kortikalne ploc¢e (gornji lijevi crveni kvadrant) tijekom
prenatalnog razvoja mozga jasno pokazuju da razli¢ita podrucja subplate zone i
kortikalne plo¢e pokazuju pozitivhu povezanost, odnosno uskladenu promjenu
volumena. Ljestvica s desne strane pokazuje stupanj povezanosti,
Legenda:

1 (tjemeni volumen kortikalne ploce),

2 (zatiljni volumen kortikalne ploce),

3 (Ceoni volumen kortikalne ploce),

4 (volumen kortikalne ploce oto¢nog reznja),

5 (volumen kortikalne plo¢e pojasne vijuge),

6 (sljepoocni volumen kortikalne ploce),

7 (hipokampalni, parahipokampalni te septalno-preopticki volumeni kortikalne

ploce).

8 (tjemeni volumen subplate zone),

9 (zatiljni volumen subplate zone),

10 (Ceoni volumen subplate zone),

11 (volumen subplate zone otocnog reznja),

12 (volumen subplate zone pojasne vijuge),

13 (sljepoocni volumen subplate zone),

14 (hipokampalni, parahipokampalni te septalno preopticki volumeni subplate

zone).

Redoslijed na Y ordinati jednak je redoslijedu na X apscisi.

Iz prilozene matrice (Slika 26) vidi se da postoji regionalna ovisnost promjene
volumena unutar kortikalne plo¢e (gornji crveni kvadrant) i regionalna ovisnost
promjene volumena unutar subplate zone (donji desni crveni kvadrant). Drugim
rije¢ima, postoji negativni koeficijent korelacije promjena volumena subplate zone i
kortikalne plo¢e u svim reznjevima (plavi kvadranti). Sljede¢a matrica (Slika 27)

prikazuje p vrijednosti za ovu matricu korelacije.

52



Nekorigirane p vrijednosti
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Slika 27. P vrijednosti za prethodnu matricu korelacije (oznake kao na Slici 26). Bojom
kodirana ljestvica s desne strane predstavlja nekorigirane p vrijednosti za ispitane
korelacije povezanosti medusobnih promjena regionalnih volumena unutar kortikalne

ploce, subplate zone te izmedu regionalnih volumena kortikalne ploce i subplate zone.

Iz prikazane matrice (Slika 27) moze se zakljuciti da postoji statisticki znacajna
povezanost povecanja volumena kortikalne ploce u svim reznjevima, odnosno statisticki
znacajna povezanost smanjenja volumena subplate zone u svim reznjevima (podrucja
crvenih kvadranata u prvoj matrici). Medutim, statisticki znac¢ajna negativna korelacija
je uo€ena samo izmedu promjene volumena kortikalne ploce u kvadrantima 1 do 7 i
promjena volumena subplate zone u tjemenom (8), zatiljnom (9), ¢eonom (10),
sljepoocnom (13) reznju te u podruc¢ju koje obuhvaca hipokampus, parahipokampalnu

vijugu i septalno-preopticko podrucje (14).
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Korigirane p vrijednosti nakon Bonferonijeve korekcije
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Slika 28. Matrica Bonfferonijeve ispravke za korelacije prikazane na slikama 26 1 27.

Budu¢i da je u ovom radu analiziran mali broj uzoraka, statisticka matrica
ispravljena je Bonfferonijevom korekcijom (Slika 28) za lazno pozitivne rezultate.
Nakon ispravka moze se vidjeti da su zadrzane snazne povezanosti izmedu svih
regionalnih promjena volumena unutar same kortikalne ploc¢e (gornji crveni kvadrant,
regije 1 - 7) te izmedu podrucja 8, 9, 10, 13 i 14 unutar subplate zone (doljnji desni
kvadrant). Jedina snazna povezanost izmedu promjene volumena kortikalne ploce i
subplate zone nakon ispravka ostaje izmedu volumena kortikalne ploce pojasne vijuge
(regija 5) 1 volumena tjemene subplate zone (regija 8). Nasi rezultati ukazuju da
preliminarne korelacije izmedu regionalnih promjena volumena kortikalne ploce i

subplate zone ve¢inom nestaju nakon ispravljanja metodom Bonferonijeve korekcije.
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5.4. Indeks girifikacije

Svi rezultati izracuna regionalnih volumena kortikalne ploce i subplate zone su
normalizirani kako bi se prikazala ovisnost indeksa girifikacije o njima. U svrhu
normalizacije skupova podataka, regionalni volumeni subplate zone i kortikalne ploce
podijeljeni su sa zajednickom varijablom, kako bi se poniStio u¢inak varijable na
podatke. Volumeni subplate zone i kortikalne ploc¢e odredenog podrucja podijeljeni su s

maksimalnom izra¢unatom vrijednoscu tog podrudja.

Tablica 6. R” vrijednosti za eksponencijalni model ovisnosti ukupnog indeksa
girifikacije o normaliziranim regionalnim volumenima kortikalne ploce i subplate zone.
Crvene brojke su R” vrijednosti prema kojima se moze zakljuéiti da je povezanost
izmedu izmjerenih vrijednosti i vrijednosti koje predvidaju ovakavi (eksponencijalni)

modeli vrlo slaba.

R?vrijednosti eksponencijalnog modela ovisnosti ukupnog indeksa girifikacije o

normaliziranim regionalnim volumenima kortikalne ploce te subplate zone

Kortikalna ploca Subplate zona
Ceoni rezanj 0,79 0,78
Sljepoocni rezanj 0,80 0,78
Tjemeni rezanj 0,81 0,78
Zatiljni rezanj 0,79 0,78
Otocni rezan;j 0,76 -0,14
Pojasna vijuga 0,70 -0,05

Navedeno omogucuje usporedbu temeljnih karakteristika skupova podataka te
analizu ovisnosti girifikacijskog indeksa isklju¢ivo o regionalnom volumenu pojedine

prolazne zone.

Prilagodavanje podataka prema krivulji opaZzenih vrijednosti (engl. ,,curve
fitting™) za ovisnost ukupnog girifikacijskog indeksa o normaliziranim regionalnim
volumenima subplate zone ili kortikalne ploce prikazuju Slike 29 - 40. Dinamiku

promjena girifikacijskog indeksa u ovisnosti 0o normaliziranim volumenima subplate
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zone ili kortikalne ploge najbolje aproksimiraju eksponencijalni modeli. Vrijednosti R
za takve modele iznose 0.7 - 0.81 (Tablica 6), pa se moze zakljuciti da je povezanost
izmedu izmjerenih vrijednosti i vrijednosti koje predvidaju eksponencijalni modeli

iznimno jaka.
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Slika 29. Eksponencijalni model ovisnosti ukupnog indeksa girifikacije o
normaliziranom regionalnom volumenu kortikalne plo¢e ¢eonog reznja. Na apscisi su
prikazane normalizirane vrijednosti volumena kortikalne ploce ¢eonog reznja, dok su na
ordinati prikazane odgovaraju¢e vrijednosti ukupnog indeksa girifikacije. Ljestvica
kodirana bojom (desno) predstavlja dob u tjednima nakon zafeca. Na vrhu grafikona
prikazana je jednadzba koja predstavlja koristeni model uz odgovaraju¢e R* vrijednosti.
Nepoznanica x u jednadzbi predstavlja normalizirani regionalni volumen kortikalne

ploc¢e jedne hemisfere za svaki uzorak.
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T

T T T T T T T - 40
3.5 LB
s 38
3+ /// .7 36
(0] //
5 o - 434
[} //
8 25l - o
;’ P Foq32
g 2
£ ot - J
= O P Y
=] —
- -
=) B
5 L 28
15F . 1
— — 26
LA 24
05 -~ 1 22
P
1 1 1 1 Il 1 1 1
0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1

Normalizirani regionalni volumen kortikalne ploc¢e sljepoo¢nog reznja

Slika 30. Eksponencijalni model ovisnosti ukupnog indeksa girifikacije o
normaliziranom regionalnom volumenu kortikalne ploce sljepoo¢nog reznja. Na apscisi
su prikazane normalizirane vrijednosti volumena kortikalne ploce sljepoocnog reznja,
dok su na ordinati prikazane odgovarajuce vrijednosti ukupnog indeksa girifikacije.
Ljestvica kodirana bojom (desno) predstavlja dob u tjednima nakon zaceéa. Na vrhu
grafikona prikazana je jednadZba koja predstavlja koristeni model uz odgovarajuée R*
vrijednosti. Nepoznanica X u jednadzbi predstavlja normalizirani regionalni volumen

kortikalne plo¢e jedne hemisfere za svaki uzorak.
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-165.03*exp(—0.01*x)+165.80: Prilagodeno r20.81
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Slika 31. Eksponencijalni model ovisnosti ukupnog indeksa girifikacije o
normaliziranom regionalnom volumenu kortikalne ploce tjemenog reznja. Na apscisi su
prikazane normalizirane vrijednosti volumena kortikalne plo¢e tjemenog reznja, dok su
na ordinati prikazane odgovarajuce vrijednosti ukupnog indeksa girifikacije. Ljestvica
kodirana bojom (desno) predstavlja dob u tjednima nakon zaceca. Na vrhu grafikona
prikazana je jednadzba koja predstavlja koristeni model uz odgovaraju¢e R* vrijednosti.
Nepoznanica x u jednadzbi predstavlja normalizirani regionalni volumen kortikalne

ploc¢e jedne hemisfere za svaki uzorak.
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—7.08"exp(-0.31*x)+7.94: Prilagodeno r? 0.79
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Slika 32. Eksponencijalni model ovisnosti ukupnog indeksa girifikacije
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normaliziranom regionalnom volumenu kortikalne ploce zatiljnog reznja. Na apscisi su

prikazane normalizirane vrijednosti volumena kortikalne ploce zatiljnog reznja, dok su

na ordinati prikazane odgovarajuce vrijednosti ukupnog indeksa girifikacije. Ljestvica

kodirana bojom (desno) predstavlja dob u tjednima nakon zaceca. Na vrhu grafikona

prikazana je jednadzba koja predstavlja koristeni model uz odgovaraju¢e R* vrijednosti.

Nepoznanica x u jednadzbi predstavlja normalizirani regionalni volumen kortikalne

ploc¢e jedne hemisfere za svaki uzorak.
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212.62*exp(-—0.01*x)+-211.90: Prilagodeno r2 0.76
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Slika 33. Eksponencijalni model ovisnosti ukupnog indeksa girifikacije o

normaliziranom regionalnom volumenu kortikalne ploce otocnog reznja. Na apscisi su
prikazane normalizirane vrijednosti volumena kortikalne plo¢e otocnog reznja, dok su
na ordinati prikazane odgovarajuce vrijednosti ukupnog indeksa girifikacije. Ljestvica
kodirana bojom (desno) predstavlja dob u tjednima nakon zaceca. Na vrhu grafikona
prikazana je jednadzba koja predstavlja koristeni model uz odgovaraju¢e R* vrijednosti.
Nepoznanica x u jednadzbi predstavlja normalizirani regionalni volumen kortikalne

ploc¢e jedne hemisfere za svaki uzorak.
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-4.70*exp(—0.51*x)+5.63: Prilagodeno r? 0.70
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Slika 34. Eksponencijalni model ovisnosti ukupnog indeksa girifikacije o
normaliziranom regionalnom volumenu kortikalne ploc¢e pojasne vijuge. Na apscisi su
prikazane normalizirane vrijednosti volumena kortikalne ploce pojasne vijuge, dok su
na ordinati prikazane odgovarajuce vrijednosti ukupnog indeksa girifikacije. Ljestvica
kodirana bojom (desno) predstavlja dob u tjednima nakon zaceca. Na vrhu grafikona
prikazana je jednadzba koja predstavlja koristeni model uz odgovaraju¢e R* vrijednosti.
Nepoznanica x u jednadzbi predstavlja normalizirani regionalni volumen kortikalne

ploc¢e jedne hemisfere za svaki uzorak.
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1.46exp(-64.30*x)+1.28: Prilagodeno r? 0.78
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Slika 35. Eksponencijalni model ovisnosti ukupnog indeksa girifikacije o
normaliziranom regionalnom volumenu subplate zone Ceonog reznja. Na apscisi su
prikazane normalizirane vrijednosti volumena subplate zone ceonog reznja dok,
vrijednosti na ordinati prikazuju odgovarajuce vrijednosti ukupnog indeksa girifikacije.
Ljestvica kodirana bojom (desno), predstavlja dob u tjednima nakon zaceca. Na vrhu
grafikona prikazana je jednadZba koja predstavlja koristeni model uz odgovarajuée R*
vrijednosti. Nepoznanica X u jednadzbi predstavlja normalizirani regionalni volumen

subplate zone jedne hemisfere za svaki uzorak.
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1.46exp(-40.59*x)+1.28: Prilagodeno r? 0.78
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Slika 36. Eksponencijalni model ovisnosti ukupnog indeksa girifikacije o
normaliziranom regionalnom volumenu subplate zone sljepoocnog reznja. Na apscisi su
prikazane normalizirane vrijednosti volumena subplate zone sljepoocnog reznja dok,
vrijednosti na ordinati prikazuju odgovarajuce vrijednosti ukupnog indeksa girifikacije.
Ljestvica kodirana bojom (desno), predstavlja dob u tjednima nakon zaceca. Na vrhu
grafikona prikazana je jednadZba koja predstavlja koristeni model uz odgovarajuée R*
vrijednosti. Nepoznanica X u jednadzbi predstavlja normalizirani regionalni volumen

subplate zone jedne hemisfere za svaki uzorak.
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1.46*exp(-40.71*x)+1.28: Prilagodeno r2 0.78
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Slika 37. Eksponencijalni model ovisnosti ukupnog indeksa girifikacije
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normaliziranom regionalnom volumenu subplate zone tjemenog reznja. Na apscisi su

prikazane normalizirane vrijednosti volumena subplate zone tjemenog reznja dok,

vrijednosti na ordinati prikazuju odgovarajuce vrijednosti ukupnog indeksa girifikacije.

Ljestvica kodirana bojom (desno) predstavlja dob u tjednima nakon zace¢a. Na vrhu

grafikona prikazana je jednadZba koja predstavlja koristeni model uz odgovarajuée R*

vrijednosti. Nepoznanica X u jednadzbi predstavlja normalizirani regionalni volumen

subplate zone jedne hemisfere za svaki uzorak.
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Ukupni indeks girifikacije

1.46%exp(-39.85"x)+1.28: Prilagodeno r? 0.78
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Slika 38. Eksponencijalni model ovisnosti ukupnog indeksa girifikacije o

normaliziranom regionalnom volumenu subplate zone zatiljnog reznja. Na apscisi su
prikazane normalizirane vrijednosti volumena subplate zone zatiljnog reznja dok,
vrijednosti na ordinati prikazuju odgovarajuce vrijednosti ukupnog indeksa girifikacije.
Ljestvica kodirana bojom (desno), predstavlja dob u tjednima nakon zaceca. Na vrhu
grafikona prikazana je jednadZba koja predstavlja koristeni model uz odgovarajuée R*
vrijednosti. Nepoznanica X u jednadzbi predstavlja normalizirani regionalni volumen

subplate zone jedne hemisfere za svaki uzorak.
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-1677.18"exp(——0.00*x)+1679.01: Prilagodeno r? -0.14
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Slika 39. Eksponencijalni model ovisnosti ukupnog indeksa girifikacije o
normaliziranom regionalnom volumenu subplate zone otocnog reznja. Na apscisi su
prikazane normalizirane vrijednosti volumena subplate zone otoCnog reznja dok,
vrijednosti na ordinati prikazuju odgovarajuce vrijednosti ukupnog indeksa girifikacije.
Ljestvica kodirana bojom (desno) predstavlja dob u tjednima nakon zace¢a. Na vrhu
grafikona prikazana je jednadZba koja predstavlja koristeni model uz odgovarajuée R*
vrijednosti. Nepoznanica X u jednadzbi predstavlja normalizirani regionalni volumen

subplate zone jedne hemisfere za svaki uzorak.
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-1080.76*exp(——0.00*x)+1082.65: Prilagodeno r> -0.05
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Slika 40. Eksponencijalni model ovisnosti ukupnog indeksa girifikacije o
normaliziranom regionalnom volumenu subplate zone pojasne vijuge. Na apscisi su
prikazane normalizirane vrijednosti volumena subplate zone pojasne vijuge dok,
vrijednosti na ordinati prikazuju odgovarajuce vrijednosti ukupnog indeksa girifikacije.
Ljestvica kodirana bojom (desno) predstavlja dob u tjednima nakon zace¢a. Na vrhu
grafikona prikazana je jednadzba koja predstavlja koristeni model uz odgovarajuée R
vrijednosti. Nepoznanica X u jednadzbi predstavlja normalizirani regionalni volumen

subplate zone jedne hemisfere za svaki uzorak.

Sljede¢a dva grafikona (Slika 41 1 42) prikazuju modele koji najbolje
aproksimiraju dinamiku promjena ukupnog girifikacijskog indeksa u ovisnosti o
normaliziranim ukupnim volumenima subplate zone ili kortikalne ploge. Vrijednosti R?
za takve modele iznose 0.81 za normalizirane vrijednosti ukupnog volumena kortikalne
ploce jedne hemisfere (Slika 41) te 0.78 za normalizirane vrijednosti ukupnog volumena
subplate zone jedne hemisfere (Slika 42). Iz navedenog se moze zakljuciti da je
povezanost izmedu izmjerenih vrijednosti i vrijednosti koje predvida eksponencijalni

model vrlo jaka.
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94.74*exp(-—0.02*x)+-93.87: Prilagodeno r2 0.81
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Ukupni normalizirani volumen kortikalne plo¢e jedne hemisfere

Slika 41. Eksponencijalni model ovisnosti ukupnog indeksa girifikacije o ukupnom
normaliziranom volumenu kortikalne ploce jedne hemisfere. Na apscisi su prikazane
normalizirane vrijednosti volumena kortikalne ploce jedne hemisfere, dok vrijednosti na
ordinati prikazuju odgovarajuce vrijednosti ukupnog indeksa girifikacije. Na vrhu
grafikona prikazana je jednadzba koja predstavlja koristeni model uz odgovarajuée R
vrijednosti. Nepoznanica x u jednadzbi predstavlja normalizirani ukupni volumen

kortikalne ploc¢e jedne hemisfere za svaki uzorak.
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1.46*exp(—49.69*x)+1.28: Prilagodeno r? 0.78
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Slika 42. Eksponencijalni model ovisnosti ukupnog indeksa girifikacije o ukupnom
normaliziranom volumenu subplate zone jedne hemisfere. Na apscisi su prikazane
normalizirane vrijednosti volumena subplate zone jedne hemisfere, dok vrijednosti na
ordinati prikazuju odgovarajuce vrijednosti ukupnog indeksa girifikacije. Na vrhu
grafikona prikazana je jednadzba koja predstavlja koristeni model uz odgovarajuée R
vrijednosti. Nepoznanica x u jednadzbi predstavlja normalizirani ukupni volumen

subplate zone jedne hemisfere za svaki uzorak.
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Slika 43. Kvalitativni 1 kvantitativni prikaz izracuna indeksa girifikacije. Doljnji red:

izracun girifikacijskog indeksa (1), ukupni apsolutni volumen kortikalne ploce (2,
crveno) i subplate zone (2, plavo) za danu dob te ukupne srednje vrijednosti debljine
kortikalne ploc¢e ovisno o dobi (3). Graficki (shematski) prikaz rekonstruirane povrSine
kortikalne ploce fetalnog mozga prikazuje redoslijed pojave vijuga i brazdi. Preuzeto iz

Vasung i sur.(2009).
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6. RASPRAVA

6.1. Osvrt na metodologiju

Napredak tehnologije (poput razvoja novih sekvenci za in vivo oslikavanje
mozga fetusa, nedonosc¢adi i novorodencadi metodom magnetske rezonancije, ali i
razvoj novih tehnika analize slika dobivenih metodom magnetske rezonancije)
omogucio je koristenje kvantitativnih podataka dobivenih analizom MRI snimaka kao
potencijalnih ‘bioloSkih pokazatelja’ za predvidanje rasta i razvoja ljudskog mozga
(Ment i sur. 2009). Do sada su objavljene samo tri studije trodimenzionalne
kvantitativne analize prolaznih fetalnih zona mozga covjeka na temelju podataka
dobivenih snimanjem in vivo (Corbett-Detig i sur. 2011, Scott i sur. 2011) ili in vitro
(Huang 1 sur. 2009). Scott i suradnici (Scott i sur. 2011) opisali su kvantitativne
promjene prolaznih fetalnih zona dobivene analizom MRI snimaka dobivenih in vivo/in
utero. U navedenim studijama postoji nekoliko ogranicavaju¢ih faktora zbog kojih
precizno odredivanje, a samim time i kvantitativna analiza prolaznih fetalnih zona ne
moze dati rezultate koji bi sluzili kao bioloski pokazatelji intenziteta histogenetskih
procesa. Naime,

(1) veli¢ina voksela (3 mm) na in vivo MRI snimkama (Scott i sur. 2011) veca je
od debljine pojedinih zona (proliferacijske zone u fetalnoj fazi razvoja su tanje od 2mm
(Bayatti i sur. 2008) a kasnije jos tanje),

(i1) rukom vodena segmentacija fetalnih zona (Corbett-Detig i sur. 2011) najcesce
se obavlja na frontalnim presjecima, pa su granice pojedinih zona (kad se ne raspoznaju
jasno na MRI snimkama) definirane koriste¢i samo prethodno objavljene histoloske
opise. Navedeni histoloski opisi ili ne obuhvacaju cijeli volumen (Kostovi¢ i Rakic
1990, Kostovi¢ i sur. 2002, Rados i sur. 2006) ili obuhvacaju cijeli volumen (Bayer i
Altman 2002, 2004, 2005, 2006, 2008; Griffiths i sur. 2010) ali su granice zone
oznacene koriste¢i nazivlje razvijeno u analizi mozga Stakora, koje je u bitnom neskladu
s opcenito prihva¢enom podjelom (Bystron i sur. 2008).

(ii1) automatska segmentacija (metoda koja se oslanja na slikovne razlike
intenziteta MRI signala razli¢itih tkiva ili samo na morfoloska svojstva, koristeci
prethodno ru¢no izradeni predlozak) ne omogucuje niti to€no prepoznavanje svake

fetalne zone niti njihovo valjano razgranicenje te ne raspoznaje veliki dio prolaznih
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fetalnih zona (Scott i sur. 2011, Slika 2). Navedeno proizlazi iz ¢injenice da tijekom
razli¢itih faza razvoja prolazne fetalne zone pokazuju regionalne varijacije intenziteta
MRI signala.

(iv) u nastojanju da se definiraju normalni bioloski pokazatelji (Sto je temeljni
uvjet za analizu promjena u razvojnim poremecajima mozga), ve¢ina navedenih studija
ograni¢ena je dostupnim snimkama koje obuhvacaju samo fetalnu (Corbett-Detig i sur.
2011, Huang i sur. 2009) te pocetak prenatalne faze razvoja (Scott i sur. 2011) te nisu u
mogucénosti obraditi podatke u kontekstu cjelokupnog razvoja mozga prije rodenja.

(v) bududi da se histogenetski procesi odvijaju razli¢itim intenzitetom u razli¢itim
prolaznim fetalnim zonama, mjesto histogenetskih procesa razlicitih intenziteta,
spajanje heterogenih zona u svrhu analize (npr. grupiranje suplate zone i1 kortikalne
plo¢e - Huang i sur. 2009; grupiranje intermedijalne zone i suplate zone - Scott i sur.
2011) ne omogucuje valjan prikaz histogenetskih procesa i moze navesti na krive
zakljucke o razvoju ljudskog mozga.

Izrada sveobuhvatnog atlasa odgovaraju¢e segmentacije, koja je provedena
koriste¢i iste mozgove za histolosku i MRI analizu, neophodna je za buduca klinicka i
temeljna istrazivanja, osobito zbog €injenice da razlicite histogenetske procese mozemo
indirektno pratiti na temelju dinamike kvalitativnih promjena MRI signala u razli¢itim
fetalnim zonama (Kostovi¢ 1 sur. 2002, Rados i sur. 2006, Kostovi¢ i Vasung 2009).
Primjeri takvih procesa su: razvojne promjene sastava izvanstanicnog matriksa i
koli¢ine vode u subplate zoni, zbijenosti rasporeda neurona u kortikalnoj ploci ili
proliferacijskim zonama, promjene brojnosti i vrsta snopova aksona u intermedijalnoj
zoni, subplate zoni te fibrilarnom dijelu subventrikularne zone.

Navedene promjene se ne mogu kvantitativno analizirati danasnjim metodama
koje se iskljucivo oslanjaju na automatsku segmentaciju ili na predloske/atlase, bez
usporedne analize odgovaraju¢ih histoloskih rezova. Zbog ranije spomenutih razloga,
rezultati naSeg rada se tek djelomi¢no poklapaju s nalazima Scotta i suradnika (Scott 1
sur. 2011). S druge strane, nasi rezultati se uglavnom poklapaju s nalazima Corbett-
Detiga i1 suradnika (Corbett-Detig i sur. 2011) te Huanga i suradnika (Huang i sur.
2009), ali se od njih razlikuju po tome S$to je u naSem radu kvantitativna analiza

obavljena za cijelo razdoblje od 11. do 40. TNZ
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6.2. Kvantitativni pokazatelji glavnih histogenetskih procesa

Tijekom fetalne faze razvoja, od 13. do 23. TNZ, predominantno se odvijaju
slijede¢i histogenetski procesi (Kostovi¢ i Vasung 2009); proliferacija i migracija,
regionalna diferencijacija te morfoloSka 1 kemijska diferencijacija dendrita
postmigracijskih neurona, agregacija stanica u prolazne fetalne zone i module te odabir
putanje aksona. Tijekom tog razdoblja, moguce je pratiti navedene procese
kvalitativnom analizom MRI snimaka, kako je ve¢ opisano u naSim prethodnim
studijama (Kostovi¢ i Vasung 2009, Kostovi¢ i sur. 2002, Rado$ i sur. 2006). Ti
prethodni nalazi su koriSteni kao temelj za kvantitativnu analizu (Slike 3 - 7). No, treba
priznati da se kvantitativnom analizom prolaznih fetalnih zona ne mogu detaljno

analizirati svi histogenetski procesi.

Rezultati izraCuna volumena proliferacijskih zona (u koje su ukljucene
ventrikularna i dijelovi subventrikularne zone (Smart i sur. 2002); unutarnja
subventrikularna zona te njezin unutarnji vlaknasti sloj s vanjskim dijelom
subventrikularne zone) jedini su koji pokazuju da se od 13. do 23. TNZ prema
kvantitativnim podatcima moZe definirati posebna faza razvoja (Slika 20). Tijekom
navedene faze razvoja predominantno se odvija proliferacija stanica. Naime, do 24.
TNZ ukupni volumen proliferacijskih zona se povecava i doseze svoj vrhunac, nakon
¢ega se pocetkom nove faze razvoja (prenatalna faza) njihov volumen smanjuje (Slika

20), Sto se moze vidjeti i iz matemati¢kog modela (Slika 20, Jednadzba 2).

Izracuni ukupnog volumena subplate zone (Slika 17 i 18) pokazuju da od trenutka
kada ju je moguce uociti na MRI snimkama, to jest od 13. TNZ (Kostovi¢ i sur. 2002,
Rados i sur. 2006), pa sve do sredine prenatalne faze razvoja (Kostovi¢ i Vasung 2009),
njezin volumen se eksponencijalno povecava. Volumen subplate zone doseze vrhunac
oko 30. TNZ, kada se po€inje postupno smanjivati (Slika 17 i 18). Budu¢i da je subplate
zona prolazna fetalna zona, regionalna povecanja i smanjenja njezine debljine
vjerojatno su odraz preklapanja glavnih histogenetskih procesa tijekom fetalne i
prenatalne faze razvoja. Vrhunac migracije neurona odvija se od 3. do 5. mjeseca

trudnoce (Sidman i Rakic 1973), pa se smatra da je ve¢ oko 20. TNZ vecina
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postmigracijskih neurona pristigla na svoje krajnje odrediSte u kortikalnoj ploci
(Bystron i sur. 2008). Budu¢i da se volumen subplate zone eksponencijalno povecava
od 13. do 20. TNZ, a taj proces doseze vrhunac oko 30. TNZ (Slika 17 i 18), promjene
volumena subplate zone u odnosu na pokazatelje glavnih histogenetskih procesa mogu
se objasniti samo pazljivim proucavanjem njezine debljine u pojedinim podrucjima.
Tijekom fetalne faze razvoja, povecanje volumena i debljine subplate zone vjerojatno je
odraz glavnog vala migracije neurona (Slika 17 i 18), pa uocavamo slican obrazac
povecavanja debljine i subplate zone i kortikalne ploce (Slika 23, Slika 24) i to
prvenstveno u podrucju oko buduce centralne pukotine (fissura centralis). Nadalje, od
16. do 21. TNZ uoceno je regionalno-specifi¢no povecanje kortikalne ploce i subplate
zone (Slika 23), koje napreduje od centralnog prema frontalnom i okcipitalnom
podrucju, $to je u skladu s poznatim slijedom migracije kortikalnih neurona (Bystron i
sur. 2008, Kostovi¢ i Rakic 1990). Ovakva kvantitativna analiza subplate zone i
kortikalne ploce u fetalnoj fazi razvoja moze posluziti kao bioloski pokazatelj
regionalnih razlika u intenzitetu i trajanju migracije kortikalnih neurona.

Budu¢i da se volumen i debljina subplate zone povecavaju i nakon 20. TNZ, kada
je veéina migracijskih neurona pristigla u kortikalnu plo¢u, moze se zakljuciti da
subplate zona nije samo prolazna zona kroz koju neuroni migriraju. Naime, regionalne
varijacije povecanja njezine debljine nakon 20. TNZ, govore u prilog shvacanju da
subplate zona ima klju¢nu ulogu kao ,,¢ekaonica® za rastu¢e snopove aksona (Judas i
sur. 2005, Kostovi¢ 1 Jovanov-Milosevi¢ 2006, Kostovi¢ 1 Judas 2002, Kostovi¢ i Rakic
1990, Kostovi¢ i Vasung 2009, Molliver i sur. 1973, Rados i sur. 2006) te da su
regionalne razlike njezinog volumena i debljine, ovisno o fazi razvoja, odraz urastanja i
nakupljanja aksona u toj ,,Cekaonici® te njihovog kasnijeg premjestanja u kortikalnu
plocu (Judas i sur. 2005). Rezultati naSe kvantitativne analize koji govore u prilog ovoj
tvrdnji, kao indirektni bioloski pokazatelji, prikazani su na Slikama 17, 18 1 23. Naime,
nakon 20. TNZ, obrasci povecanja debljine kortikalne ploce i1 subplate zone pocinju se
razlikovati (Slika 23, Slika 25), pri ¢emu se najdeblja podrucja subplate zone nalaze
ispod vijuga (Slika 25); nakon 30. TNZ, volumen subplate zone se pocinje smanjivati
(Slika 18), dok istodobno dolazi do eksponencijalnog povecanja debljine kortikalne
ploce (Slika 19).
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Dakle, povecanje volumena i debljine subplate zone tijekom fetalne faze razvoja
vjerojatno su odraz migracije kortikalnih neurona; nakon S$to veéina migrirajucih
pristigne u kortikalnu plocu, volumen i debljina subplate zone poglavito ovise o koli¢ini
,cekajuéih® aksona i izvanstani¢nog matriksa (Kostovi¢ 1986, Kostovi¢ i1 sur. 1988,
Krmpoti¢-Nemani¢ i sur. 1983, Vasung i sur. 2010). Regionalne razlike u debljini
subplate zone od 24. do 36. TNZ stoga mozemo koristiti kao indirektni pokazatel;
sekvencijalnog urastanja i ¢ekanja talamokortikalnih (Kostovi¢ i Jovanov-MiloSevié
2006) i kortikokortikalnih vlakana (Kostovi¢ i Jovanov-Milosevi¢ 2006, Kostovi¢ i
Rakic 1990), nakon Cega slijedi njihovo premjestanje iz subplate zone u kortikalnu
plo¢u (Judas i sur. 2005). Nakon 30. TNZ, volumen i debljina subplate zone se
postupno smanjuju, Sto pokazuje da se premjeStanje aksona iz subplate zone u
kortikalnu plocu vremenski preklapa s diferencijacijom morfoloskog i molekularnog
fenotipa kortikalnih neurona, oblikovanjem kortikalnih slojeva te oblikovanjem mape
kortikalnih polja. Krajem prenatalne te u perinatalnoj fazi razvoja, volumen i debljina
subplate zone se smanjuju (Slika 18), a volumen i debljina kortikalne ploce se
eksponencijalno povecavaju (Slika 19); pritom je povecanje povrsine kortikalne ploce
mnogo izrazenije od povecanja njezine debljine (Slika 23).

Eksperimentalne studije na primatima (Rakic 1988, 1991, Goldman i Galkin
1978) pokazale su da oblikovanje veli¢ine (to¢nije: povrSine) citoarhitektonskih polja
kore mozga najviSe ovisi o pravodobnom urastanju snopova aksona u kortikalnu plocu.
Naime, u prenatalnoj i perinatalnoj fazi, urastanje aksona u kortikalnu plocu je tijesno
vezano uz rast povrSine mozdane kore te morfolosku diferencijaciju kortikalnih neurona
(Mrzljak i sur. 1988, 1992, Vasung i sur. 2010). Eksponencijalno poveéanje volumena
kortikalne ploce (Slika 19), ali i regionalne razlike njezine debljine (Slika 23, Slika 24,
Slika 25), mogu posluziti kao bioloski pokazatelji maturacije kortikalne ploce, jer su
odraz morfoloSke diferencijacije kortikalnih neurona i njihovih dendrita (Mrzljak i sur.
1988, 1992) koja je povezana s urastanjem snopova aksona u kortikalnu plocu;
usporedno s tim procesima dolazi do postupnog nestajanja subplate zone (Kostovi¢ i
Rakic 1990).

U podrucju neuroznanosti danas se razvija posebno podrucje koje se oslanja na
analizu slika dobivenih metodom magnetske rezonancije. Buduc¢i da postoji rastuci broj

baza podataka koje sadrzavaju MRI snimke mozgova istih ispitanika u razliCitim
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fazama postnatalnog razdoblja te djetinjstva, takve prospektivne longitudinalne (4D)
studije omogucava pracenje i analizu odnosa kvalitativnih i1 kvantitativnih parametara
razli¢itih podrucja kore mozga od rodenja do adolescencije (Giedd i Rapoport 2010,
Giedd i sur. 2010, Gogtay i sur. 2004, Lerch i sur. 2006, Raznahan i sur. 2011a,
Raznahan i sur. 2011b, Shaw i sur. 2008). U podrucju razvojne neuroznanosti, razvoj
takvih virtualnih laboratorija (Frisoni i sur. 2011, Toga i sur. 2006) je tek u pocetnoj
fazi (Ment 1 sur. 2009). Naime, iako danas postoji veliki broj studija koje nastoje
prikazati ovisnost debljine kore mozga o uzrastu tijekom djetinjstva i adolescencije
(Lerch i sur. 2006, Raznahan i sur. 2011a, Raznahan 1 sur. 2011b), te razvojne procese
je moguce valjano shvatiti i protumaciti tek uz detaljno poznavanje neurogenetskih i
histogenetskih procesa (Shaw i1 sur. 2008). Subplate zona postupno nestaje kao
arhitektonski odjeljak tijekom prvih nekoliko mjeseci nakon rodenja (Kostovi¢ and
Judas 2002, Kostovi¢ and Rakic 1990), no velik broj subplate neurona ostaje u
subkortikalnoj (giralnoj) bijeloj tvari, kao tzv. intersticijski neuroni (Juda§ i sur.
2010a,b). Tijekom te postnatalne transformacije i nestajanja subplate zone, dolazi do
bitnih usporednih promjena u sastavu i koli€ini izvanstani¢nog matriksa te modularne
organizacije 1 rasporeda prezivjelih subplate neurona. Zbog toga se regionalno-
specifi¢ne promjene debljine i povrSine mozdane kore te slozene postnatalne promjene
granice mozdane kore i bijele tvari ne mogu tumaciti samo kao posljedice neurogeneze,
neuronske migracije, urastanja novih aksona ili diferencijacijom kortikalnih dendrita,
kako je uobicajeno u dosadasnjoj literaturi (Lerch i sur. 2006, Raznahan i sur. 2011a,b).

Naime, uzajamno ovisni razvoj kortiko-kortikalnih veza i dva kortikalna podrucja
(Judas 1 sur. 2005, Kostovi¢ i Jovanov-Milosevi¢ 2006, Kostovi¢ 1 Judas 2002, Vasung i
sur. 2010) jedan je od mogucih razloga za postojanje regionalne korelacije u
promjenama debljine, povrSine i volumena tih kortikalnih regija (Raznahan 1 sur.
2011a). U ovom radu smo po prvi puta analizirali:

1) Regionalne odnose u povecanju volumena kortikalne ploce u ovisnosti o dobi —
uocena je uzajamna pozitivna korelacija za sva kortikalna podrucja (Slika 26, 27 1 28);

2) Regionalne odnose u promjenama volumena subplate zone u ovisnosti o dobi
(Slika 26 1 27) — uocena je uzajamna pozitivna korelacija za vecinu kortikalnih

podrucja, osim u podrucju pojasne vijuge i otonog reznja, u kojima promjene
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volumena subplate zone nisu u korelaciji s promjenama volumena subplate zone drugih
podrucja;

3) Regionalne odnose u promjenama volumena kortikalne plo¢e u odnosu na
promjene volumena subplate zone (Slike 26, 27, 28) — uocena je negativna korelacija u
svim podru¢jima, osim za subplate zonu pojasne vijuge i otocnog reznja, €ije su
promjene volumena neovisne o promjenama volumena subplate zone u ostalim

kortikalnim podrucjima.

Jedan od ograni¢avajucih ¢imbenika za tumacenje rezultata dobivenih u ovom
radu jest mali broj analiziranih uzoraka. Primjerice, nakon primjene Bonferronijeve
korekcije, nema promjena regionalnih korelacija za kortikalnu plocu kao cjelinu, niti za
subplate zonu kao cjelinu. Medutim, mijenja se medusobna ovisnost regionalnih
volumena te dvije zone (Slika 28). To¢nije, jedina statisticki znacajna korelacija nakon
Bonferronijeve korekcije jest negativna korelacija izmedu volumena kortikalne ploce
pojasne vijuge i subplate zone tjemenog reznja. Obzirom na postojanje uzajamnih
kortiko-kortikalnih veza ta dva podrucja (Cavada i Goldman-Rakic 1989, Pandya i sur.
1981), te Cinjenicu da se aksonski putovi pojasne vijuge mogu uociti ve¢ prije rodenja
(Vasung i sur. 2010), moguce je da spomenuta negativna korelacija barem djelomi¢no
odrazava razvoj kortiko-kortikalnih veza ta dva podrucja.

Razvoj primarnih vijuga i brazdi oko 24. TNZ (Chi i sur. 1977, Connolly 1950) se
vremenski poklapa s poCetkom premjestanja talamokortikalnih aksona iz subplate zone
u kortikalnu plocu (Kostovi¢ i Jovanov-Milosevi¢ 2006, Kostovi¢ i Judas 2006, Vasung
i sur. 2010). Razvoj sekundarnih i tercijarnih vijuga i brazdi se poklapa s razvojem
kortiko-kortikalnih veza (Goldman i Galkin 1978, Kostovi¢ i Goldman-Rakic 1983,
Kostovi¢ i Rakic 1990, Vasung i sur. 2010). Stoga se slozeni razvoj girifikacije ne moze
tumaciti samo na temelju jednog modela oblikovanja kortikalne povrSine (Slika 43).

Obicno se smatra da je urastanje talamokortikalnih vlakana jedan od klju¢nih
histogenetskih procesa pri oblikovanju kortikalnih polja (Kind i sur. 2002). Medutim,
prenatalne eksperimentalne lezije talamokortikalnog sustava ne dovode do nestanka
citoarhitektonskih polja ili kortikalnih vijuga, nego samo do njihove reorganizacije
(Dehay i sur. 1996, Miyashita-Lin i sur. 1999). S druge strane, bitna uloga subplate

zone u oblikovanju kortikalnih vijuga i polja je op¢enito prihvacena (Kind i sur. 2002,
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Kostovi¢ i Rakic 1990, Vasung i sur. 2010). Napokon, unato¢ brojnim analizama i
raspravama, jos od kraja 19. stolje¢a do danas, nema jednozna¢nog odgovora na pitanje
predstavljaju li, i u kojoj mjeri, granice vijuga i brazda, odnosno citoarhitektonskih

polja, granice stvarnih funkcionalnih polja mozdane kore (Fischl i sur. 2008).

Cinjenica da su duboki dijelovi primarnih brazdi (sulcal roots ili sulcal basins)
(Lohmann 1 sur. 1999, Regis i sur. 2005) izrazito prostorno stabilni u jednojaj¢anih
blizanaca (Lohmann i sur. 1999), ali i izmedu pojedinaca koji nisu srodni, govori u
prilog izrazite genetske predodredenosti. lako po obliku izrazito varijabilne, vijuge i
brazde danas ipak predstavljaju anatomske granice korisne za ograni¢enje pojedinih
reznjeva, pa ¢ak i nekih citoarhitektonskih polja kore mozga. Razlog navedenom je
donekle postojan redoslijed nastanka vijuga i brazdi tijekom razvoja, kako vremenski
tako 1 prostorno. Upotrebom metode magnetske rezonancije omoguéena je
trodimenzionalna rekonstrukcija povrSine bijele tvari te povrSine kore mozga (Toga 1
sur. 2006). Usporedba vremenskog slijeda nastanka vijuga i brazdi te njihova
kvantifikacija u odnosu na funkcionalni ishod perinatalnih oSte¢enja (Dubois i sur.
2008a, Dubois i sur. 2008b) mogla bi korisno posluziti pri ranoj dijagnostici
perinatalnih 1 genetskih poremecaja. Rezultati ovog rada govore u prilog shvacanju da je
proces girifikacije povezan s regionalnim razlikama u povecanju volumena kortikalne
ploce ili smanjenje volumena subplate zone nakon 24. TNZ. Medusobni odnos porasta
indeksa girifikacije te regionalnih, i apsolutnih volumena kortikalne ploce (Slika 29 - 34
te Slika 41) i subplate zone (Slika 35 - 40 te Slika 42) moze se izraziti eksponencijalnim
modelima, §to je vidljivo i iz grafikona (Slike 29 - 42). Ovi modeli potvrduju da se cak
80% varijacije indeksa girifikacije (Tablica 6) moze objasniti promjenama regionalnih i

apsolutnih volumena kortikalne ploce i subplate zone.

Pretpostavlja se da normalni vremenski slijed nastanka brazdi i vijuga tijekom
razvoja oslikava 1 normalni regionalno-specificni slijed odvijanja histogenetskih
procesa. Nasi rezultati navode na zakljucak da su rast i razvoj vijuga i brazdi u tijesnoj
korelaciji s eksponencijalnim poveéanjem kortikalne povrsine (Slika 43). Sto je stvarna
podloga tog procesa girifikacije, danas je predmet brojnih neurobioloskih i genetickih

istrazivanja (Bystron i sur. 2009, Kostovi¢ i Rakic 1990, Piao i sur. 2004, Rakic 2004).
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6.3. Klinicko znacenje rezultata ovog rada

Prijevremeno rodenje danas je jedan od vodecih javno zdravstvenih problema u
Europi i1 Sjedinjenim Americkim Drzavama (Committee on Understanding Premature
Birth and Assuring Healthy Outcomes 2007). lako stopa prezivljavanja prerano rodene
djece iznosi 70 do 80% (Committee on Understanding Premature Birth and Assuring
Healthy Outcomes 2007), upravo zbog preranog rodenja, ali i napretka perinatalne
skrbi, prerano rodena djeca su izloZzena povecanom riziku pojave encefalopatije
uzrokovane preranim rodenjem (Volpe 2009). Budu¢i da postoje prethodno istaknute
temeljne razlike u razvoju mozga covjeka u odnosu na glodavce, iskljucivo
eksperimentalni modeli na glodavcima ne mogu dati znanstvene odgovore na pitanja o
normalnom 1 abnormalnom razvoju mozga covjeka, kao ni uvid u to¢nu patogenezu
ozljeda i oporavka mozga nakon preranog rodenja (Rakic i sur. 2009). Pravovremeno
prepoznavanje te identificiranje bioloskih pokazatelja dobivenih neinvazivnom
metodom magnetske rezonancije (poput volumena, debljina i povrSina prolaznih
fetalnih zona, promjene intenziteta te indeksa girifikacije) moze biti od velike koristi pri
pracenju normalnog ili poremecenog razvoja ljudskog mozga (Dubois i sur. 2008b,

Kostovi¢ i Judas 2007, Ment i sur. 2009).
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7. ZAKLJUCCI

1) Kvantitativni pokazatelji dobiveni analizom MR snimaka fetalnih mozgova su
korisni pokazatelji intenziteta odvijanja glavnih neurogenetskih procesa u prolaznim
fetalnim zonama telencefalona covjeka.

2) Povecanje volumena subplate zone doseze vrhunac tijekom 30. TNZ.

3) Tijekom prenatalnog razvoja telencefalona, regionalne promjene debljine subplate
zone zbivaju se sukladno intenzitetu regionalno-specifi¢nih neurogenetskih procesa, kao
Sto su regionalno-specifi¢na dinamika c¢ekanja i urastanja asocijacijskih kortiko-
kortikalnih putova u mozdane vijuge.

4) Regionalne razlike u prenatalnom povecanju debljine kortikalne ploce sukladne su
regionalnim razlikama u intenzitetu i gradijentu migracije kortikalnih neurona.

5) Krivulja dinamike promjena volumena proliferacijskih zona fetalnog telencefalona
moze se koristiti za pracenje intenziteta proliferacije neurona te za definiranje
specificnih faza razvoja fetalnog telencefalona.

6) Usporedna analiza regionalnih promjena volumena subplate zone i kortikalne ploce
moze se koristiti (kao indirektni bioloski pokazatelj) za pracenje regionalno i vremenski
specificnih neurogenetskih procesa, kao $to su urastanje i ¢ekanje snopova aksona u
sublate zonu te njihovo premjestanje iz subplate zone u kortikalnu plocu.

7) Uzajamna i regionalno-specifi¢na ovisnost volumena subplate zone i kortikalne ploce
moze se koristiti kao bioloSki pokazatelj normalnog slijeda neurogenetskih zbivanja, a
posebice urastanja i ¢ekanja aksona u subplate zoni, premjestanja aksona u kortikalnu
plocu te citoarhitektonske diferencijacije doti¢nog podrucja ili polja mozdane kore.
Stoga su podaci dobiveni ovim istrazivanjem vrlo korisni za pracenje i procjenu razvoja
prijevremeno rodene djece.

8) Kvantitativni pokazatelji razvoja fetalnih zona stijenke telencefalona, dobiveni
naprednom kvantitativnom analizom MR snimaka, mogu se u punoj mjeri koristiti kao
bioloski pokazatelji prenatalnog telencefalona samo ako se podaci dobiveni analizom
MR snimaka tumace i koriste na temelju detaljne usporedbe s nalazima dobivenim na
histoloskim rezovima mozdanog tkiva usporedivog uzrasta i regionalnog podrijetla.

9) U ovom radu izradili smo i koristili izvorni program za kvantitativau analizu

prolaznih fetalnih zona in vivo te in vitro.
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8. SAZETAK

Prenatalni razvoj ljudskog telencefalona je obiljezen nizom dinamic¢nih
promjena. Stijenka fetalnog telencefalona izgradena je od prolaznih fetalnih zona u
kojima se odvijaju najbitniji neurogenetski procesi. Kao rezultat slozenih
neurogenetskih zbivanja i procesa, morfoloSke i histoloSke karakteristike fetalnog
telencefalona se neprekidno mijenjaju, ovisno o dobi fetusa te fazi razvoja.
Oslikavanjem fetalnog telencefalona metodom magnetske rezonancije mogu se
prikazati 1 kvalitativne i1 kvantitativne promjene izgleda i svojstava prolaznih fetalnih
zona tijekom razvoja.

Da bismo istrazili i opisali kvantitativne pokazatelje klju¢nih neurogenetskih
procesa u odnosu na specificne faze razvoja telencefalona, analizirali smo i
rekonstruirali kvantitativne promjene volumena i debljine prolaznih fetalnih zona, kako
u cijelom telencefalonu, tako i u njegovim pojedinim podrucjima. Koristili smo
Siemensov uredaj za magnetsku rezonanciju (snage polja 3 Tesla) te posebne programe
izradene na SveuciliStu McGill u Montrealu, za analizu trodimenzionalnih (3D) T1
snimaka dobivenih na devetnaest mozdanih polutki fetalnih mozgova u dobi od 11 do
40 tjedana nakon zaceéa (TNZ).

Rezultati dobiveni izraCunavanjem volumena prolaznih fetalnih zona pokazuju
da je subplate zona najvaznija tijekom razvoja ljudskog telencefalona, budu¢i da ona
sve do 30. TNZ zauzima oko 40% ukupnog volumena stijenke telencefalona. Volumen
proliferacijskih zona se povecava tijekom fetalne faze razvoja (od 13. do 23. TNZ) i
doseze vrhunac tijekom 23. TNZ. Krivulja rasta volumena proliferacijskih zona se
poklapa s krivuljom intenziteta migracije i proliferacije neurona; stoga tu krivulju
mozemo Kkoristiti kao jedan od bioloSkih pokazatelja fetalne faze razvoja. Nadalje,
medusobna ovisnost regionalnih volumena subplate zone (u odnosu na razvojnu dob),
koji dosezu vrhunac tijekom 30. TNZ, te regionalnih volumena kortikalne ploce, ¢iji
porast se eksponencijalno ubrzava nakon 30. TNZ, govori u prilog shvacanju da
ovisnost regionalnih promjena volumena subplate zone i kortikalne ploce odrazavaju
intenzitet neurogenetskih procesa klju¢nih za prenatalni razvoj mozdane kore, kao Sto
su urastanje i ¢ekanje aksona u subplate zoni ili urastanje aksona u kortikalnu plocu.
Regionalne razlike u debljini i volumenu subplate zone, ali 1 njihova snazna povezanost

s regionalnim rastom kortikalne ploc¢e nakon 24. TNZ, pokazuju da je subplate zona
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vrlo bitna za normalni razvoj mozdane kore, zbog glavnih neurogenetskih procesa koji
se u toj zoni odvijaju.

U zakljucku, rezultati ovog istrazivanja potvrduju hipotezu da kvantitativni
pokazatelji dobiveni analizom MR snimaka fetalnog telencefalona mogu sluziti kao
pokazatelji za pracenje intenziteta nekih kljucnih neurogenetskih procesa koji se

odvijaju u prolaznim fetalnim zonama.
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9. SUMMARY

Before the birth the human telencephalon undergoes dynamic changes. The fetal
telencephalic wall is built of transient fetal zones. These transient fetal zones are sites of
occurence of the most important neurogenetic and histogenetic processes. As a result of
intertwined complex neurogenetic events, morphological characteristics of the fetal
telencephalon change depending on the age and the stage of development. Imaging of
fetal telencephalon using magnetic resonance imaging thus allows quantitative
measurements of transient fetal zones of the developing brain. Moreover, as qualitative
MRI reflects the microstructural content (cell volume, the amount of fibres and
extracellular space), the qualitative MRI information can be used as a basis for
quantitative analysis. To determine the most important quantitative indicators,
depending on the stage of development, the dominant neurogenetic events are analyzed
and reconstructed within the framework of dynamical change in volume of transient
fetal zones and their regional three-dimensional changes in thickness.

Nineteen post-mortem fetal brains, aged 11 to 40 post-conceptional weeks
(PCW), were obtained and scanned using the 3T Siemens MRI device. The MRI images
were analyzed using programs developed at McGill University specifically designed for
the analysis of postmortem fetal brains.

The results obtained by calculating the volume of transient fetal zones suggest
that the subplate zone represents the most important zone during the development of
human telencephalon. Up to 30 PCW, it occupies about 40% of the total volume of
telencephalon. The volume of proliferative zones, during the fetal stage of development
(13 - 23 PCW), increases and reaches its peak value at 23 PCW. The increase in the
volume of proliferative zones coincides with the dynamics and the peak wave of
migration and proliferation of neuronal precursors described in literature. Thus, it can
be used as one of biomarkers for the fetal stage of development. Furthermore,
correlation matrices derived from regional analysis of subplate zone volumes (reaching
the total volume peak at 30 PCW), regional cortical plate volumes (the total volume
accelerates and exponentially increases after the 30 PCW) and between them suggest
that the interaction of histogenetic changes (indirectly seen as postive and negative

correlation between regional volumes), such as the ingrowth of axons in the subplate
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zone and the ingrowth of axons into the cortical plate, are important for the maturation
of the cortex during the fetal stage of prenatal development. In addition, regional
differences in the thickness and volume of the subplate zone and their correlation with
the regional growth of the cortical plate from 24 PCW, indicate that the subplate zone,
the site of the main neurogenetic events crucial for normal growth of axonal pathways,
is important for normal growth and maturation of the cerebral cortex.

In conclusion, the results of this study confirm the hypothesis that quantitative
indicators estimated from MR images of the human postmortem fetal brains may serve
as indicators for the main neurogenetic events that occur in transient fetal zones and
thus have a clear potential as biomarkers of normal and abnormal human brain

development.
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