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I. UVOD I SVRHA RADA

I.1. ANATOMIJA KORPUSA KALOZUMA

Bijela tvar velikog mozga je podjeljena u tri sustava: 1. asocijativni, koji povezuje
razlicite dijelove mozdane kore iste mozdane polutke, 2. komisurni, koji povezuje mozdanu koru
dviju polutki i 3. projekcijski, koji povezuje vise sa nizim mozdanim centrima'* .

Korpus kalozum (CC) je najveéi komisurni sustav vlakana u velikom mozgu covjeka.
Povezuje glavninu neokortikalnih podrucja velikog mozga te je upravo zbog toga najrazvijeniji u
covjeka. CC ¢ine aksoni, ¢ija se tijela neurona nalaze pretezno u Il sloju mozdane kore velikog
mozga Sovjeka, dok se kod §takora nalaze u I/III i V sloju mozdane kore™*”°.

Na mediosagitalnom presjeku, CC mozemo anatomski podijeliti u nekoliko dijelova. U
njegovom prednjem dijelu se nalaze rostrum (kljun) i genu (koljeno). Ono se nastavlja na
truncus (tijelo), koje prema straga zavrSava splenijjumom. Izmedu trupa i splenijuma se kod
nekih ljudi nalazi suZenje, nazvano isthmus'?. Izuzev te grube podjele na djelomice proizvoljne
segmente, ne postoji moguénost neke to€nije podjele bazirane na makromorfologiji, koja bi
govorila nesto viSe o njegovoj histoloskoj strukturi. Postojali su pokusSaji njegove podjele u
klinicki 1 funkcionalno vazne segmente (detaljnije u poglavlju L5. Segmentacija korpusa
kalozuma).

Kalozalna vlakna tvore krov prednjeg roga i trupa lateralnih komora, a dio njegovih
vlakana koja odlaze prema zatiljnom reznju tvore tapetum, koji ¢ini krov sljepoocnog roga

lateralnih komora. Kako idemo prema lateralno, primjeujemo kako se kalozalna vlakna

rasprSuju od svog gustog, nabijenog rasporeda unutar samog CC-a, prema rasprSenom rasporedu



unutar bijele tvari mozdanih polutki, $to nazivamo kalozalnom radijacijom. Ulaze¢i u bijelu tvar
mozdanih polutki, kalozalna vlakna se susreu sa silaznim i uzlaznim putevima, s kojima
interdigitiraju. Ti putevi zajedno prolaze izmedu vlakana asocijativnih putova, kako bi dosli do
mozdane kore velikog mozga. Kalozalna vlakana u bijeloj tvari osim tapetuma Cine jos dvije
prepoznatljive strukture. To su forceps minor, kojeg ¢ine vlakna koja povezuju ¢eone reznjeve
lijeve 1 desne strane, i forceps major, koji se sastoji od aksona koji potjecu od neurona zatiljnih
reznjeva’ >’

Aksoni koji prolaze kroz CC spajaju vec¢inom homotipna podruc¢ja mozdane kore, npr.
deseto Brodmannovo polje lijeve strane sa desetim Brodmannovim poljem desne strane'®. Jedan
manji dio aksona spaja heterotipna podrucja mozdane kore lijeve i desne strane, i mozdanu koru
jedne strane s nizim mozdanim podruc¢jima suprotne strane. No, ti aksoni ¢ine vrlo mali udio u
ukupnom broju kalozalnih aksona’.

Homotipna vlakna su rasporedena topografski unutar CC-a. Granice izmedu podrucja
kroz koja prolaze vlakna razli¢itih Brodamnnovih polja mozdane kore su jasnije izrazene u
primata (rezus majmun, ¢ovjek). Kod ostalih Zivotinja navedene granice su slabije izraZene, §to
je detaljno istrazeno u macaka’ (detaljnije u poglavlju 4. Topografski ustroj korpusa kalozuma).

Postoji i1 razlika u promjeru aksona u CC-u. Primjeéeno je da su kod odraslih jedinki
vlakna koja spajaju primarna motori¢ka i somatosenzoricka podrucja, ve¢eg promjera s debljom
mijelinskom ovojnicom, dok aksoni koji povezuju asocijativna podrucja mozdane kore, manja i

111 Ty upuéuje i na njihovu ulogu u povezivanju dviju polutki. Veéi,

slabije mijelinizirana
mijeliniziraniji aksoni brze provode impulse, i time brze funkcionalno povezuju mozdanu koru

lijeve 1 desne strane, koja je odgovorna za obradu motorickih i osjetnih informacija. Dijelovi

mozdane kore zaduzeni za viSe mozdane funkcije, tj. asocijativna mozdana kora lijeve i desne



strane, sporije primaju informacije jedni od drugih. Kako starimo, manja vlakna polako nestaju, a
ostaju veca, mijeliniziranija vlakna, koja prenose osnovne informacije o nasoj okolini. Razlika u
promjeru aksona se moze primijetiti i tijekom razvitka, Sto je posebice istrazeno u rezus
majmuna'?,

Zbog ogranicenja kod prikupljanja i pripreme ljudskog mozanog tkiva za analizu, prije
svega dugaCkog postmortalnog vremena koje smanjuje broj metoda koje se ucinkovito mogu
koristiti, to¢an broj aksona u CC-u ¢ovjeka nije lako odrediti. Stoga imamo samo pretpostavke o

13 Dodatni problem

njihovom broju, a krecu se izmedu 200 i 300 milijuna u odraslom ¢ovjeku

u odredivanju tocnog broja kalozalnih aksona lezi u tome da nisu svi jednakog promjera, i nisu

nasumicno rasporedeni unutar CC-a. To izravno utjeCe na gusto¢u aksona u odredenom

kalozalnom segmentu. Da bi se ukupan broj aksona pravilno procijenio, treba uzeti u obzir tu
) e . 10,13,15,16

razliku u rasporedu aksona razlicitih promjera .

Zbog ogranicenja s kojima se susre¢emo u analizi humanog tkiva, ve¢i dio saznanja koja

imamo o razvoju i morfologiji korpusa kalozuma covjeka se temelje na analizi ostalih

zivotinjskih vrsta, posebice miSeva, Stakora, macaka i rezus majmuna.

1.2. RAZVITAK KORPUSA KALOZUMA I KALOZALNIH VLAKANA U

EKSPERIMENTALNIH GLODAVACA I MACKE

Prije no §to kalozalni aksoni mogu uopcée poceti prelaziti medijalnu liniju, medijalna
strana mozdanih hemisfera se mora pripremiti za pristizanje rastuc¢ih aksona. Odmah nakon §to
su hemisfericki mjehuri¢i stvoreni, potpuno su odvojeni jedan od drugoga. Jedan mali dio

telencefalona (velikog mozga), lamina terminalis, predstavlja pocetak spoja lijeve 1 desne



polutke. Glija poCinje urastati iz tog podru¢ja u medijalne stijenke hemisfera, te stvori dva stupa
stanica, koje e se ubrzo spojiti, stvarajuéi tako medijalnu gliju (engl. midline zipper glija)".
Kaudalnije od ovih stupova stanica, dolazi do medijalne migracije stanica sa stijenki postrani¢nih
komora. Stanice jedne i druge strane se susre¢u u medijalnoj liniji, stvarajuéi glijalnu omcu

(engl. glial sling) 1 glijalni klin (engl. glial wedge)l&lg’zo

. Medijalna om¢a je tanak sloj stanica
neurona i glije, koji se naslanjaju na dorzalnu povrSinu glialnog klina, strukture koja na
frontalnim presjecima ima trokutasti oblik s bazom usmjerenom prema lateralno, a sastoji se od
tijela glijalnih stanica i glijalnih nastavaka. Kalozalni aksoni nece prolaziti kroz glijalnu omcu,
ve¢ Ce rasti kroz dorzalnije smjesteno podrucje. Rastuéi prema naprijed, CC ¢e razdvojiti prvotno
jedinstvenu skupinu stanica, na dva dijela, dorzalno smjestenu indusium griseum gliju 1 ventralno
smjeStenu medijalnu gliju (Slika I.1.). Ove glijalne strukture ne tvore samo anatomsku granicu 1

fizicku prepreku rastu kalozalnih aksona, ve¢ izluCuju molekule vodilje (guidance cues), koje

usmjeravaju rast kalozalnih aksona preko mediosagitalne ravnine®.



SLIKA I.1.

e Glijalne strukture neophodne
BT . o TR za pravilan rast korpusa

e N/ ' S kalozuma,  prikazane  na

‘ | | { % koronalnom (frontalnom)
R presjeku.

ig — indusium griseum glija

lv — lateralna komora

gs — glijalna om¢a
gw — glijalni klin

mzg — medijalna glija

P Nacrtano na temelju referenci
N L 19, 20, 25, 27

U petnaestom embrionalnom danu (E15) dolazi do fuzije ispred lamine terminalis, Cime
se stvara podrucje koje odgovara massi commissuralis u fetusa Covjeka (detaljnije u poglavlju
I.3. Razvitak korpusa kalozuma i kalozalnih vlakana u rezus majmuna i ¢ovjeka). Iznad podrucja
fuzije se javljaju columnae fornicis. Sljedec¢eg dana (E16) podrucje fuzije se $iti prema rostralno,
a columnae fornicis postaju izrazenije. Tijekom E17 se u dorzalnom dijelu diencefalona javlja
commissura hippocampalis. SmjeStena je ventralno 1 kaudalno u odnosu na podrucje fuzije, a
dorzalni dio je prekriven pijom mater. U E18 bijela tvar telencefalona se polako Siri sa njegovog
lateralnog dijela, prema medijalnoj plohi, a sastoji se, izmedu ostalog, od pristizu¢ih kalozalnih
vlakana. Ta ¢e vlakna tijekom E18 i E19 (kao prosjek se uzima E18,5) prije¢i medijalnu liniju,
time stvaraju¢i CC. On se javlja na antero-dorzalnoj strani hipokampalne komisure, u podrucju
koje je bogato astrocitima (podrucje glijalne omce 1 glijalnog klina). Na mediosagitalnom

presjeku, CC ima elipti¢ni oblik, i nastavlja se na hipokampalnu komisuru, smjestenu ventro-



kaudalno). CC postupno raste prema rostralno, polako se utiskujucu prednjim dijelom u septalnu
regiju, dok mu je ventralni dio odvojen od columnae fornicis sa podru¢jem bogatim
makrofazima, za koje se vjeruje da su odgovorni za stvaranje cavum septi pellucidi. Cavum septi
pellucidi je Supljina, koja se rasprostire izmedu CC-a s jedne strane, i hipokampalne komisure i
forniksa s druge. Tijekom E20, kalozum se blago proSiri prema kaudalno, pokrivajuéi tako
dorzalnu stranu hipokampalne komisure u potpunosti. Do E21 je dovoljno vlakana uraslo u CC,
da se genu i splenijum mogu jasno vidjeti. Kalozum nastavlja rasti prema kaudalno, tako da se
splenijum ve¢ u ovom danu nade kaudalnije od hipokampalne komisure. No, glavnina rasta se u
ovom razdoblju odvija prema rostralno. Usporedno s rastom kalozuma, cavum septi pellucidi se
postupno §iri, i nakon E21 je u potpunosti formiran. Dan kasnije, E22, §to je ujedno dan okota
Stakora, tj. postnatalni dan nula (P0), pocinje intenzivniji rast CC-a prema kaudalno. Taj proces
se odvija do pocetka drugog postnatalnog tjedna, kada CC doseze svoju kona¢nu duzinu u

. 21,16
odnosu na ostale mozdane strukture” .

Dugo se raspravljalo o tome koji aksoni prvi prelaze medijalnu liniju. Kandidati su bili
aksoni subplate neurona, aksoni neurona rostrolateralnog telencefalona i cingularni aksoni***.
Nedvojbeno je pokazano da se neuroni, Ciji aksoni prvi pocinju urastati u CC, nalaze u
cingularnom girusu**. Cingularna mozdana kora je najbliza CC-u, te njezini aksoni trebaju prije¢i
najkraci put da bi dosli do homotipnog korteksa suprotne strane. Aksoni koji prvi udu u CC se
nazivaju pionirski aksoni i imaju veliku ulogu u daljnjem rastu, jer ¢e predstavljati ve¢ stvoreni
put aksonima koji ¢e kasnije pristizati, usmjeravaju¢i njihov rast preko medijalne linije.
Primjeceno je da aksoni neokortikalnih podrucja fascikuliraju s cingularnim aksonima na svom

putu preko medijalne linije. Cingularni aksoni su u svom rastu potpuno ovisni o molekulama

koje privlace i odbijaju aksone, a koje izluCuju okolne strukture, napose glijalne. Ve¢ spomenuta



glijalna omca, glijalni klin i glija indusium griseuma, su upravo te strukture koje usmjeravaju
aksone u njihvom rastu, sprjecavaju¢i da urastu u okolne ipsilateralne strukture. Svi kasnije
pristigli aksoni, tj. aksoni neokortikalnih regija, osim tih glijalnih signalnih mehanizama, koriste

, . . .. .. . ... 25
ve¢ prisutne cingularne aksone za prijelaz medijalne linije™.

Jo$ jedna znacajka urastanja aksona u CC je otkrivena u studijama na Stakorima i
miSevima. Aksoni neurona smjestenih u medijalnijem dijelu kore velikog mozga prolaze kroz
dorzalnije dijelove CC-a. Sto je izvor urastaju¢ih aksona lateralnije, to je njihov smjestaj u CC-u

+226,27
ventralniji™"".

Neizgled jednostavan, kontinuirani rast CC-a, kako se vidi na mediosagitalnom presjeku,
u svojoj podlozi ima nekoliko paralelnih procesa koji utjecu na promjenu njegove povrsine. To
su urastanje vlakana, njihovo povlagenje i mijelinizacija®’. Potpuno isti temeljni mehanizmi su
aktivni tijekom razvoja ostalih puteva bijele tvari srediSnjeg Ziv€anog sustava, poput piramidnog

puta30.

Neuroni, ¢ija ¢e vlakna tvoriti CC Stakora, su ve¢inom neuroni II/III i V sloja kore
velikog mozga, a radaju se izmedu E17 i E22°. Veé za vrijeme svoje migracije, oni $alju svoj
akson prema medijalnoj liniji, i prvi aksoni prelaze u drugu hemisferu tijekom E18,5. Kako
aksoni urastaju u CC, to ne ¢ine odvojeno, ve¢ se grupiraju u male fascikule, okruzene
astrocitnim nastavcima, i vrlo malo izvanstani¢nog matriksa. Kada prijedu u suprotnu hemisferu,
postupno rastu kroz bijelu tvar velikog mozga, prema odgovaraju¢em dijelu kore velikog mozga.
U koru velikog mozga stizu petog postnatalnog dana (P5)*'. Do P9 raspored sinaptickih veza
koje su kalozalni aksoni uspostavili u mozdanoj kori se ne moze razlikovati od onog prisutnom u
odrasloj jedinki’.

Onaj dio vlakana koji nije uspio uspostaviti trajne sinpse s neuronima kore suprotne



strane, se povladi’'. No, jednako kao §to nisu svi aksoni urasli u suprotnu hemisferu istog
trenutka, ve¢ je proces urastanja trajao nekoliko tjedana, tako se i povlacenje aksona odvija
razli¢itom dinamikom u pojedinim dijelovima CC-a. lako nijedna studija nije pregledala broj
aksona CC-a Stakora u potpunosti, pojedine studije, koje su promatrale promjenu broja aksona u
CC-u unutar njegovih pojedinih segmenata, su otkrile da dolazi do smanjenja ukupnog broja i
gustoée aksona u CC-u §takora u vremenskom periodu od P15 do P60'*'°.

Postoji jo§ jedan razlog povlacenja aksona. Neki neuroni tijekom razvoja, Salju svoje
aksone 1 ipsilateralno (u istostranu mozdanu koru) i1 kontralateralno (u suprotnostranu mozdanu
koru) *. Jedan dio njih povuku svoj kontralateralni ogranak, zadrzavajuéi samo ipsilateralnu
vezu, dovode¢i tako do smanjenja broja aksona u CC-u’?.

Povrh promjene broja aksona, odvija se proces njihove mijelinizacije. U vrijeme kada
prvi aksoni prijedu medijalnu liniju u podrucju fuzije, nijedan nije mijeliniziran. Mijelinizacija
CC-a §takora se potinje odvijati izmedu desetog i trinaestog postnatalnog dana’. Brzina
mijelinizacije se postupno povecava, dosezu¢i maksimum krajem prvog postnatalnog mjeseca.
Nakon toga dolazi do platoa u brzini mijelinizacije, koji se odrzava do P60'®**.

Razumno je za pretpostaviti da bi odnos brzine urastanja i povlacenja aksona, prije
pocetka mijelinizacije, mogao direktno utjecati na promjenu mediosagitalne povr§ine CC-a. Cim
proces mijelinizacije postane ocit, promjene broja aksona se viSe nece izravno odrazavati na
promjenu povrsine.

Odgovori na ova pitanja su dobivena u istrazivanjima na mackama. Dvije razliCite
studije’™ su pokazale da u ranom postnatalnom razdoblju dolazi do smanjenja povrsine CC-a,
koje se javlja u isto vrijeme kada dolazi do dramaticnog pada broja aksona u CC-u macke. Ono

Sto je vazno za napomenuti je da je ovaj pad u broju aksona prisutan i nakon pocetka



mijelinizacije, ali se viSe ne o€ituje na povrsini mediosagitalnog reza CC-a.

Dosada$nji radovi nisu odgovorili na pitanje promjene povrSine CC-a glodavaca i
njezinog odnosa sa brojem aksona u korpusu kalozumu. No, smatra se da ne dolazi do smanjenja
ukupne povriine CC-a §takora, kao kod Covjeka®®. Takve promjene u povrsini su moguée u
njegovim segmentima, nesto $to je istrazeno u splenijumu CC-a, koji sadrzi aksone iz zatiljnih
reznjeva'®.

Obrazac rasta CC-a glodavaca, macaka, rezus majmuna i covjeka ima niz dodirnih
tocaka. Medutim, zbog veée povrSine mozdane kore primata, prije svega prefrontalne

asocijativne mozdane kore, razvoj njihovog CC-a ima i niz specificnosti.

1.3. RAZVITAK KORPUSA KALOZUMA I KALOZALNIH VLAKANA U

REZUS MAJMUNA I COVJEKA

Kuglasti prozencefalicki mjehuri¢, koji ¢ini osnovu cijelog velikog mozga covjeka,
pocinje dobivati duboku udubinu (fissura longitudinalis) u medijalnoj liniji, razdvajajuci tako
dva telencefalicka mjehuri¢a, osnove za dvije hemisfere. Telencefalicki mjehuri¢i su medusobno
spojeni malim nepodjeljenim dijelom prozencefalona, laminom terminalis. Na medijalnoj strani
tih telencefalickih mjehuri¢a se javljaju sulcus hemispherici, koji odvaju hemisfere velikog
mozga s jedne strane od lamine reuniens s druge. Lamina reuniens €ini dorzalni dio lamine
terminalis. Sulcus hemispherici se Sire prema rostralnom dijelu lamine reuniens, spajajuéi se sa
sulcus medianus telencephali medii, uleknuée na rostralnoj povrsini lamine reuniens. U 10.
tiednu sulcus medianus u dorzalnom dijelu lamine reuniens poCinje priblizavati medusobno

svoje rubove, koji se krajem 10. tjedna u potpunosti stope, stvaraju¢i tako massu commissuralis.



Massa commisuralis predstavlja osnovu za urastanje kalozalnih vlakana. Kalozalna vlakna prvi
put prelaze medijalnu liniju izmedu 11. 1 12. tjedna trudnoce. Massa commissuralis nastavlja
rasti prema rostralno brze od urastanja komisuralnih vlakana. Tijekom narednih tjedana €ini se
da se nova kalozalna vlakna dodaju na ventralnu stranu CC-a, ¢ine¢i ga tako sve Sirim, ali i na
rostralnu i kaudalnu stranu, ¢ineé¢i ga tako sve duzim. S 18 do 20 tjedana, CC poprima oblik s
prepoznatljivim morfoloskim dijelovima (rostrum, genu, truncus, isthmus, splenium) i zauzima
mjesto u odnosu na ostale mozdane strukture, koje odgovara onome kod odraslog Govjeka®’.
Sada mu jedino preostaje da prima nova kalozalna vlakna, koja intenzivno urastaju od 18 do 34
tjedna, ¢ime kalozum postupno raste”.

Kao 1 kod glodavaca, tako i kod ljudi postoje prolazna podrucja, smjeStena
mediosagitalno i parasagitalno, koja omogucuju kalozalnim aksonima da prelaze medijalnu
linijju. Sa dorzalne strane CC-a covjeka se nalazi, jednako kao i kod glodavaca, idusium

'S ventralne strane CC-a se u medijalnoj liniji nalazi subkalozalna zona, a

griseum
paramedijalno (neposredno uz sredidnju liniju) subkalozalna subventrikularna zona®. Prva
odgovara medijalnom dijelu glijalne omce glodavaca, dok druga odgovara lateralnom dijelu
glijalne omce 1 glijalnom klinu glodavaca. Po stani¢nom sastavu, molekulama koje te stanice
izluCuju 1 sastavu izvanstani¢nog matriksa, ove dvije zone u ¢ovjeka u potpunost odgovaraju

. . 38,39
ranije opisanim zonama glodavaca™

. Pretpostavlja se da i kod ljudi ¢ine anatomsku i
,fukcionalnu” granicu, koja usmjerava kalozalne aksone da rastu prema sredi$njoj liniji i potom
prema mozdanoj kori suprotne strane.

Za razliku od glodavaca, kod ¢ovjeka se u fetalnom razdoblju razvije jo$ jedna struktura.

To su kalozalne septe, izdanci subkalozalne subventrikularne zone, koji prodiru u samo tijelo

CC-a**. Ne zna im se to¢na uloga, ali se pretpostavlja da imaju potpornu ulogu u rastu CC-a
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covjeka, zbog velikog porasta u njegovoj veli¢ini. Septe su najizrazenije u razdoblju od 18. do
34. postkoncepcijskog tjedna. To je ujedno i radoblje u kojemu kod ¢ovjeka kalozalni aksoni
najintenzivnije rastu, i urastaju u CC*®. Kalozalne septe su izrazenije na ventralnoj strani CC-a,
te su tamo 1 medusobno spojene. Osim glije i neurona, u septama se nalazi i bogati izvanstanicni
matriks, sastavljen od molekula za koje je pokazano da poti¢u rast aksona®. Kako sve vise
aksona urasta, strukturna potpora koja je bila potrebna u najranijem razvitku, gubi svoju vaznost,
te kalozalne septe postepeno nestaju u prvim mjesecima zivota. Kako kalozum prestaje primati
nove aksone, i ostale glijalne strukture covjeka nestaju tijekom treceg gestacijskog trimestra i
prvih postnatalnih mjeseci.

Obrazac 1 razlozi povlacenja aksona se teze istrazuje na ljudskim mozgovima, stoga se
mnogi zakljucci izvedeni iz istraZivanja na zivotinjama primjenjuju i na razvoj ljudskog mozga.

Kod rezus majmuna je ustanovljena da perinatalno dolazi do dramati¢ne promjene broja
aksona CC-a. 188 milijuna aksona je prisutno u CC-u rezus majmuna u vrijeme rodenja, dok
odrasli rezus majmun ima 56 milijuna aksona, dakle pad u broju aksona od oko 3,5 puta.

Glavnina ovog izuzetnog gubitka se odvija u prva 4 postnatalna mjeseca'*'? (Slika 1.2.).
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SLIKA 1.2. PovrSina i ukupni broj aksona korpusa kalozuma rezus majmuna.

Grafovi napravljeni koriste¢i podatke o povrsini (lijevo) i broju aksona (desno) korpusa kalozuma rezus majmuna
prema referenci'>.

Smanjenje broja aksona u svojoj podlozi ima tri procesa. Prvi je povlacenje aksona, koji
nisu uspjeli uspostaviti sinapti¢ku vezu u kontralateralnom korteksu*'. Drugi je povladenje
kalozalne kolaterale, koju neki ipsilateralno projecirajuéi neuroni 3alju tijekom razvitka**.
Osim aksona koji potjecu od neurona kortikalne ploce, u kalozumu se nalaze i aksoni subplate

4445 aMantia i Raki¢'®'? su takoder utvrdili

neurona, koji se takoder tijekom razvitka povuku
da se op¢i topografski ustroj kalozuma razvija paralelno sa urastanjem aksona. Bez obzira na
dramati¢ni gubitak aksona, topografski ustroj ostaje. U svojem su radu promatrali mijelinizaciju,
1 ustanovili da postoji velika segmentalna razlika u nastupu i brzini mijelinizacije, koja u rezus
majmuna pocinje u prvim postnatalnim danima, a ubrzava se nakon 20 postnatalnog dana. Odnos
stope povlacenja aksona i stope mijelinizacije preostalih aksona, utjece na povrsinu CC-a.

Zbog poteskoca u pribavljanju ljudskog tkiva u tom razdoblju, sli¢ne studije nisu mogle
biti obavljene na ljudskim mozgovima. One studije koje jesu obavljene, usredotoCile su se na

promjenu mediosagitalne povrSine CC-a. Clarke™ je sistematskom analizom ljudskih mozgova,

koji su uklju¢ivali mozgove fetusa starosti izmedu 20. 1 40. gestacijskog tjedna, i mozgove
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novorodencadi i dojencadi, ustanovila da postoji smanjenje povrSine CC-a tijekom druge
polovice gestacije. Zakljucili su da se ne moze sa sigurnosti utvrditi razlog smanjenja povrsine
tijekom druge polovice gestacije, no kao moguce razloge su naveli promjenu u gusto¢i aksona
unutar CC-a, veli¢inu izvanstani¢nog prostora te promjene u udjelu vaskularnog i glijalnog
udjela u CC-u’®,

Kada mijelinizacijski proces uzme maha, povr§ina CC-a ¢e se kontinuirano povecavati.
Povecanje povrSine se odvija intenzivno do 10 godine zivota, a sporijim tempom do 25 godine,
kada dosize plato te mu je medijan oko 600 mm?, koji ¢e biti odrzan do dobi od 60 godina®*****,

Luttenberg’ je 1966 istrazivao mijelinizaciju CC-a Govjeka. Ustanovio je da proces
pocinje formiranjem malih mijelinskih Cestica, prikazanih histoloskim metodama po Schultzu i
Maliku, u 30. gestacijskom tjednu, no da se potpunu mijelinski prsteni oko pojedinih aksona
mogu vidjeti tek sa 40 gestacijska tjedna, tj. u vrijeme terminski rodenog djeteta. U treCem
postnatalnom mjesecu (PM) su mijelinski prstenovi prisutni u svim podru¢jima CC-a. Ovu
dinamiku mijelinizacije nitko nije opovrgao. Od tog razdoblja pa na dalje, povecanje povrSine
CC-a se temelji samo na mijelinizaciji. Noviji radovi, koji koriste metode slikovnog prikaza
mozga, to¢nije magnetsku rezonanciju, su pratili promjenu signala u T1 i T2 vremenu. Meta-
analizom tih radova se doSlo do zakljucka da je pocetak mijelinizacije korpusa kalozuma
pomoc¢u magnetske rezonancije vidljiv izmedu 4. 1 6. postnatalnog mjeseca. Ta istrazivanja
govore u prilog originalnom Luttenbergovom zaklju¢aku o povecanju brzine mijelinizaciju od
treceg postnatalnog mjeseca nadalje™.

Zbog nastupa mijelinizacije je teSko procjenivati broj aksona na temelju povrSine CC-a
na mediosagitalniom rezu. Stoga smatramo da je samo razdoblje prije nastupa izrazene

mijelinizacije pogodno za utvrdivanje korelacije izmedu promjene broja aksona i promjene
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povrsine CC-a.

I.4. TOPOGRAFSKI USTROJ KORPUSA KALOZUMA

S obzirom na nepostojanje sistematskih topografskih analiza CC-a eksperimentalnih
glodavaca, moramo usmjeriti pozornost na druge Zivotinjske vrste. Autoradiografskim
istrazivanjem na mozgu macke®, utvrdeno je da unutar CC-a postoji topografski raspored
aksona. Motori¢ka i somatosenzoticka podrucja mozdane kore su spojena aksonima koja prolaze
kroz genu CC-a 1 podrucje rostralnog dijela trupa. Cingularni aksoni su smjesSteni u dorzalnoj
polovici trupa CC-a, takoder poStujuéi rostro-kaudalni gradijent, tj. aksoni rostralnog
cingularnog girusa prolaze kroz rostralniji dio CC-a od aksona kaudalnog cingularnog girusa.

Aksoni slusne mozdane kore prolaze kroz straznji dio trupa i kroz splenium®®.

Topografski ustroj CC-a primata je medu prvima ustanovio Deepak Pandya®~.
Presijecaju¢i CC rezus majmuna u cjelini ili u pojedinim dijelovima te pazljivo analizirajuci gdje
se javlja terminalna degeneracija aksona, koja je posljedica njihova presijecanja u korpusu
kalozumu, doSao je do nekoliko zakljucaka. Genu corpori callosi sadrzi aksone koji spajaju
prefrontalna podrucja kore velikog mozga lijeve i1 desne strane. Kroz prednji dio trupa prolaze
aksoni koji spajaju primarna i sekundarna polja motoricke mozdane kore. Iako su ta podrucja
mozdane kore jasno odvojena jedna od druge, komisuralni aksoni koje Salju neuroni tih polja
jednim dijelom zauzimaju ista podru¢ja unutar korpusa kalozuma, iako su nacelno aksoni

sekundarnih motorickih polja smjestena rostralnije od aksona primarnih motorickih polja. Kako

idemo kaudalnije, nailazimo na vlakna koja spajaju primarna i sekundarna somatosenzoricka
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podrucja. Kaudalnije od njih u kalozumu se nalaze aksoni koji spajaju temporalnu mozdanu koru
1 koru inzule obiju strana. U podrucju splenijuma, najkaudalnijem dijelu kalozuma, se nalaze
aksoni okcipitalnih podrugja.

Metode istrazivanja mozdanih putova postajale su sve sofisticiranije te se u finije detalje
mogla istraziti topografija CC-a. Jedna od tih metoda je autoradiografska metoda, koja je
ukljuc¢ivala aplikaciju radioaktivnog izotopa u koru mozga rezus majmuna, koji se nakon
odredenog razdoblja, potrebnog da izotop otputuje duz aksona, obradio na nacin kojim bi se
oznaceni aksoni prikazali. Tim metodama se povrdila topografija, koja je ve¢ ranije bila
ustanovljenja, ali uz pojedine novine. Primjetilo se da su skupine aksona koja povezuju mala
podrucja mozdane kore, klinasto rasporedena, tj. da prate zakrivljenost CC-a, §to je najbolje
vidljivo u podruéju genu corpori callosi. Ve¢ ranije ustanovljeno postojanje preklapanja,
primjerice primarnog i sekundarnog motorickog polja, se potvrdilo i u drugim podrucjima
kalozuma. Parijetalna i temporalna vlakna zauzimaju dobrim dijelom ista podrucja CC-a, ali i
jedna i druga su jasno odvojena od podrucja splenijuma, dijela kalozuma kroz koji prolaze

aksoni okcipitalnih podru&ja®”" (Slika 1.3.).

SLIKA 1.3. Topografija korpusa

Motoricka Somato- kalozuma rezus majmuna.

senzoricka )
4 Sazetak  topografskih  rezultata

autoradiografskih studija Deepaka
Pandye na korpusu kalozumu rezus
majmuna.

Okcipitalna | | * - zone preklapanja

Nacrtano prema referencama’ >>

68-71
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Rana istrazivanja topografije na ljudskom mozgu su se obavljala na mozgovima umrlih
pacijenata, koji se prebolili mozdani infarkt ili fokalno oStecenje velikog mozga. Nikakvi detaljni
rezultati topografije nisu dobiveni, ali se potvrdilo opée nacelo koje je pronadeno kod mozga
majmuna, da rostralni dijelovi kalozuma spajaju frontalne dijelove mozga, a kaudalni okcipitalni,
sa topoloSkom distribucijom vlakana izmedu. Ve¢ se tada primjetilo da postoje opsezna podrucja
preklapanja podrugja aksona, koji pristizu iz razli¢itih podrugja kore velikog mozga®.

Za istrazivanje topografije ljudskog CCa, koje bi dalo jednako detaljnu topografiju kao
kod rezus majmuna, trebalo se cekati do pojave modernih metoda za slikovni prikaz mozga, koje
su omogucile in vivo analizu ljudskog mozga. Metoda koja nam to pruza je DTI (diffusion tensor
imaging), metoda magnetske rezonancije, koja koristi anizotropnu (prostorno nejednaku) difuziju
vode za prikaz mozdanih puteva’.

Pri izvodenju DTI metode se oznace dva podru¢ja mozga. Prvo je podru¢je mozdane
kore, za kojeg nas zanima kamo njegovi neuroni Salju aksone, a drugo je CC. Time smo
definirali dva podrucja i Zelimo istraziti jesu li i u kojem opsegu povezani. Oznacavajuci tako
pojedine dijelove mozdane kore, moguée je odrediti topografiju CC-a’.

Nadeno je da je op¢i topografski ustroj koji je ustanovljen kod rezus majmuna odrzan i
kod covjeka. Orbitalni dio frontalnog reznja Salje aksone kroz rostrum corpori callosi. Aksoni
ostatka frontalnog reznja prolaze kroz genu i prednji dio trupa korpusa kalozuma. Ostatak trupa i
gornji dio splenijuma zauzimaju vlakna parijetalnih reznjeva. Otprilike jednako podrucje u
splenijumu zauzimaju aksoni iz temporalnih reznjeva, dok kaudalni dio splenijuma zauzimaju
aksoni okcipitalnih reznjeva. Obrazac preklapanja aksonskih podrucja pojedinih podrucja
mozdane kore velikog mozga u CC-u se primjeéuje i kod ljudi. Dok su rostrum, genu i prednji

dio trupa gotovo iskljucivo prozeti orbitalnim i frontalnim aksonima, podru¢je prednjeg
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splenijuma ima veliko preklapanje parijetalnih i temporalnih aksona'* (Slika 1.4.).

SLIKA 1.4.
Topografija korpusa
kalozuma ¢ovjeka.

Gomja parijetalna

Gomja frontalna

Straznja
parijetalna | Shematski prikaz
topografskog
rasporeda vlakana u
korpusu kalozumu
covjeka.

Nacrtano prema

Prednja 3
Okcipitalna referenci”.

frontalna Orbitalna

Osim rostro-kaudalne topografije, postoji neSto slabije izrazena dorzo-ventralna
topografska distribucija aksona u CC-u. Aksoni cingularnog girusa su smjeSteni u dorzalnoj
polovici trupa CC-a, §to je pokazano traktografskim studijama kod macaka® i in vivo DTI
studijama kod &ovjeka’®. Takoder je pokazano da su aksoni koji povezuju medijalne dijelove
mozdane kore smjesteni dorzalnije u CC-u. Mozdana polja smjestena na lateralnoj 1 ventralnoj

povrsini velikog mozga $alju svoje aksone kroz ventralnija podrugja CC-a***’.

I.5. SEGMENTACIJA KORPUSA KALOZUMA

Kako se utvrdilo da su aksoni u CC-u topografski rasporedeni'*****>>®, pojavila se potreba

za njegovom segmentacijom. Problem kod korpusa kalozuma je u tome da nema jasnih
anatomskih znacajki koje bi posluzile za njegovu podjelu. Stoga se od samog pocetka pribjeglo
geometrijskoj metodi segmentacije CC-a. Prve segmentacije su se vrSile na fotografijama i

crtezima CC-a napravljenih na temelju uzoraka tkiva mozga covjeka. Najranija i najuvrijezenija
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podjela je ona po Witelsonovoj®, koja je istraZivala utjecaj spola i dominantnosti ruke na oblik i
povrsinu CC-a. Liniju koja je spajala najrostralniju i najkaudalniju tocku je podjelila na polovice,
trecine, straznju petinu, a prednji segment je odreden u odnosu na udubljenje koljena CC-a. Time
se dobilo sedam segmenata. Jednostavnost ove metode ju je ucinila popularnom (Slika 1.5.A.)

Prvu metodu koja je uvazila zakrivljenu prirodu CC-a je upotrijebila Clarke*®. Pomoéu
tocke gravitacije (tocka ¢ija je x i y koordinata srednja vrijednost x i y koordinata svih tocaka,
koje sacinjavaju CC), povukla je liniju po sredini CC-a, koju je podjelila na 29 segmenata.
Analizirala je Sirinu tako dobivenih segmenata tijekom razvoja i medu spolovima (Slika 1.5.B1 i
B2).

Po sli¢nom principu su LaMantia i Raki¢'? podjelili CC rezus majmuna za svoju analizu
broja aksona elektronskim mikroskopom.

Denenbergova skupina je takoder smatrala vaznim pracenje zakrivljenosti CC-a pri
njegovoj podjeli. Podjelili su kalozum na 99 dijelova, te im racunali Sirinu. Potom su optrijebili
faktorsku analizu da bi grupirali pojedine dijelove CC-a u vece skupine. Metoda nije jednostavna
te nije zazivjela. lako, pricipi te metode su koristeni u kasnijim radovima®®” (Slika L.5.C).

Clarke JM” je usporedio Witelsonovu podjelu® i modifikaciju metode Clarke
Stephanie™, u analizi utjecaja spola i dominantnosti ruke na povrsinu CC-a, te je zakljucio da
nema statisticki znacajne razlike medu metodama, te se odlucio za jednostavniju, Witelsonovu

metodu.
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y

< 1/5 SLIKA L.5. Razli¢iti pristupi segmentaciji korpusa
kalozuma ¢ovjeka

A — segmentacija po Witelsonovoj**

B1, B2 — segmentacija po Clarkovoj (sl — srediSnja
linija, G — todka gravitacije)*®

C — Segmentacija po Denenbergu’'

B2

Tijekom godina se pojavilo jos metoda koje su djelile kalozum po geometrijskom
principu, dobivajuéi vrlo velike segmente CC-a koje su potom analizirali’®®. Nijedna se nije
bitno razlikovala od Witelsonove metode.

Kako se zanimanje za povrSinu CC-a Sirio van utjecaja koji su na njega imali spol i
dominacija ruke, te je ukljucivalo detaljnu topografsku analizu i analizu promjene njegove
povrsine kod oStecenja mozga, uvidjelo se da grube geometrijske podjele na velike segmente

nisu bile primjerene.
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Tako je Moses Pamela®' podjelila CC na 30 segmenata, te analizirala utjecaj perinatalnog
oSte¢enja mozga na povrsinu pojedinih segmenata.

Podjela po Witelsonovoj u slucaju ozljeda mozga se nije pokazala u¢inkovitom, jer se
tada odnosi unutar CC-a mijenjaju, utjeCu¢i na njegov oblik. Stoga segmenti dobiveni
Witelsonovom podjelom razligitih pojedinaca nisu usporedivi’®"".

Prednost svake od ovih metoda je da su mogu koristiti i na postmortalnim uzorcima tkiva
1 na slikama magnetske rezonancije.

Razvoj DTI metode (diffusion tensor imaging) je otvorio posve nove moguénosti u
odredivanju topografije CC-a Covjeka. Geometrijska podjela kod DTI nije potrebna, jer ona
odmah daje rezultat o stvarnoj topografiji, neposredno analiziraju¢i povezanost izmedu dviju

hemisfera velikog mozga. lako metoda ima svoje nedostatke, koji se polako rjesavaju, dala nam

je uvid u ljudski CC, koji prije nismo imali'* (Slika I.4.).

1.6. SAZETAK DOSADASNJIH ISTRAZIVANJA 1

POTREBA ZA DALJNJIM ISTRAZIVANJIMA

Nakon $to kalozalni aksoni pocinju prelaziti sredi$nju liniju (kod Stakora E18-E19; kod
macke E38; kod covjeka 11.-12. GT), povrsina CC-a postupno raste. U svim navedenim vrstama
(osim u Stakora, kod kojeg to nije istrazeno) je primje¢eno razdoblje platoa povrSine CC-a ili cak
njenog smanjenja. Kod macaka taj period traje od PO do P30, a kod covjeka se javlja tijekom
druge polovice trudnoée. lako u radu nije eksplicitno opisana'?, stanka u rastu CC-a u drugoj

polovici trudnoce u rezus majmuna je vidljiva iz njihovih podataka.
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Na mackama je dokazano da razdoblje smanjenja povSine CC-a odgovara razdoblju
masovne eliminacije aksona u CC-u. Zanimljivo je da kod rezus majmuna plato povrSine
vremenski odgovara razoblju maksimalnog broja aksona. U obje vrste ponovno povecanje
povrsine CC-a se javlja pocetkom mijelinizacije.

U literaturi ne postoji sustavno istrazivanje broja aksona u CC-u S$takora u ranom
postnatalnom razvitku, niti postoji analiza povrSine CC-a Stakora u istom razdoblju. S obzirom
da je odnos broja aksona i povrSine CC-a prije nastupa mijelinizacije dijelom u razli¢itom
odnosu kod macke i rezus majmuna, smatramo da je potrebno analizirati taj odnos u barem jo$
jednoj vrsti. Najpodlozniji tom tipu istrazivanja bili bi Stakori.

Takoder smatramo da je potrebno pokusSati utvrditi broj aksona tijekom razvoja CC-a
covjeka, posebice u razdoblju karakteristicne promjene povrsine CC-a.

S obzirom na prisutnost glijalnih potpornih elemenata vz CC (indusium griseum glija 1
subkalozalna subventrikularna zona) te razvoj dodatnih glijalnih struktura u primata — kalozalnih

septi, koje su najrazvijenije u ¢ovjeka, vazno je analizirati i njihov utjecaj na povrsinu CC-a.
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I1. HIPOTEZA

Promjena mediosagitalne povrSine korpusa kalozuma, prije pocetka ubrzane stope
mijelinizacije, je u izravnoj povezanosti s promjenom broja kalozalnih aksona i unutarnjom

glijalnom reorganizacijom.
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III. CILJEVI RADA

Op¢i cilj: Analiza promjena povrsine presjeka korpusa kalozuma tijekom perinatalnog

razvitka ¢ovjeka.

Specificni ciljevi su podjeljeni u tri grupe:

1) mjerenje promjene povrsine korpus kalozuma kod ¢ovjeka
- odrediti krivulju rasta presjeka korpusa kalozuma u perinatalnom

razdoblju ¢ovjeka

2) promjena glijalne arhitekture korpus kalozuma

3) promjene broja aksona u korpus kalozumu Covjeka u razdobljima u kojima
ofekujemo znakovite promjene mediosagitalnog presjeka, koja ¢emo odrediti
temeljem rezultata prvog specificnog cilja

- odrediti razdoblje prekomjernog broja i redukcije broja aksona u

korpusu kalozumu.

Da bi se utvrdila gornja vremenska granica istrazivanja, utvrdit ¢emo kada dolazi do

pojave izrazite mijelinizacije u korpus kalozumu ¢ovjeka, na naSem materijalu.

Na uzorcima mozga Stakora ¢emo istraziti odnos broja i gustoce aksonalnih elemenata s
mediosagitalnom povrSinom korpusa kalozuma u kriticnim razdobljima, koja ¢emo definirati

tijekom istrazivanja.
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IV. MATERIJALI Il METODE
IV.1. Pregled uzoraka koristenih u istraZivanju

Istrazivanje je provedeno na uzorcima ljudskog i Stakorskog mozdanog tkiva. Studija 1
prikupljanje materijala se odvijala sukladno odobrenju Etickog komiteta Medicinskog fakulteta,

Sveucilista u Zagrebu, i pravnim propisima iz 1984. 1 1996. godine.

Analiza ljudskih mozgova je izvrSena na dvije skupine uzoraka. Prvu skupinu, na kojem
je izvrSena glavnina istrazivanja, ¢ine postmortalni uzorci fetalnih i djecjih ljudskih mozgova,

koji &ine dio Zagrebatke neuroembriologke zbirke’®.

Drugi uzorak cine slike dobivene nuklearnom magnetskom rezonacijom (MR). U
istrazivanje nisu ukljuceni ispitanici s postmortalnim, klinickim ili MR nalazom koji bi mogao
utjecati na veliinu, polozaj i razvojni obrazac CC-a (leukomalacija, dismijelinizacijske i
demijelinizacijske bolesti, tumori, cerebrovaskularni inzult, kortikalna atrofija, poremecaji

giracije, trauma mozdanog parenhima, subarahnoidalno, subduralno i epiduralno krvarenje).

Za analizu povrSine CC-a Covjeka u razdoblju od 20. GT do kraja prve godine zivota je

analiziran 61 uzorak, od kojih je 37 bilo u razdoblju od 20. do 41. GT.

Za analizu glijalne ahitektonike analizirano je 17 ljudskih mozgova u dobi od 20. do 40.

GT.

Za analizu broja aksona je analizirano Sest ljudskih mozgova u razdoblju od 22. do 40.

GT.
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TABLICA 1V.1. Popis uzoraka fetalnih mozgova ¢ovjeka i koristenih postupaka i metoda.

Oznaka uzorka Mjerena povrSina Holmes Loyez Osmificirani uzorci S1008 /
mozga fetusa i duzina CC-a metoda bojanje obojeni toluidinom vimentin

I R 2 A A A B
e 1 B —E—— —
1 St 28— " E— "
——-—

|
 CF36 26 | VvV
| |
. CF2e0 |26 v | | |
| |
 Cfp24 26 v v
|

|

BT B 2 B e R B2 2
| |

TR R A R 2 B 2
| |

) R 2 B 2 B R B2 B2

CF 571 27 v

| |

. CF2%9 20, v |
| |

. CFa8 30 v
|

|

CFSS 32 v v
| |

CFS7 8 v | v
| |

G422 3% v | 0
|

CF 265 32 v v

__:
_
. ¢p» j4 | | | | | v |
-E-__—-_
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TABLICA IV.2. Popis broja i starosti uzoraka ljudskog mozga dobivenih MR-om, starosti od rodenja do
navrSene prve godine zivota, koji su koriSteni za mjerenje povrsine CC-a.

Starost uzorka Broj uzoraka
(postnatalni mjeseci)
1 2
2 1
3 2
4 2
5 3
6 1
7 3
8 6
9 2
10 0
11 1
12 1

Da bismo izabrali koje ¢emo razvojne stadije u Stakora podvrgnuti detaljnoj analizi
elektronskom mikroskopijom, bilo je potrebno odrediti korelaciju vremena nastupa klju¢nih

2,21,37,83,84

razvojnih promjena CC-a izmedu covjeka i Stakora. Pregledom literature smo napravili

sljedecu tablicu korelacije, specificnu za CC-a (Tablica IV.3.).

TABLICA 1V.3. Tablica korelacije razvojnih dogadaja korpusa kalozuma, izmedu Stakora i Covjeka.

Covijek - starost Dogadaj

E18,5 11.-12. GT Prijelaz prvih kalozalnih aksona preko sredisnje linije
E21 12.-14. GT Stvaranje cavum septi pellucidi
Pocetak urastanja kalozalnih aksona u
L5 SRk Gl kortikalnu plo¢u suprotne hemisfere
P10-13 35.-40. GT Pocetak mijelinizacije CC-a
P15 2. PM Mijelinizacije prisutna duz cijelog CC-a

E-embrionalni dan, P-postnatalni dan, GT-gestacijski tjedan, PM-postnatalni mjesec
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Na temelju ove tablice smo se odlucili na daljnju analizu CC-a Stakora u sljedec¢im
dobnim skupinama: PO, P7 1 P12, koje odgovaraju sljede¢im razvojnim stadijima u covjeka:

28.GT, 35.GT 140.GT.

Za analizu CC-a Stakora je koriSteno 35 Zivotinja. Za analizu povrSine CC-a §takora je
analizirano svih 35 Zivotinja (u dobnim skupinama PO, P3, P7, P12, P21, P75), dok je za analizu
broja aksona elektronskom mikroskopijom i Holmesovom metodom u istrazivanje ukljuceno 12
zivotinja (Cetiri po stadiju PO, P7 i P12). Analizu mijelinizacije smo izvr$ili na 24 uzorka u

rasponu dobi od PO do P75.

TABLICA 1V .4. Pregled broja i starosti uzoraka Wistar albino Stakora, koriStenih u istrazivanju, te
primjenjenih metoda

Oznaka Starost (P) Mjerena Analiza elektronskom Holmes Loyez
Stakorskog povrsina i duZina mikroskopijom metoda bojanje
mozga CC-a
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Adult 5 pre 75 v v

P — postnatalni dan, CC — korpus kalozum, ¢/— izvr§eno

Uzorci CC-a Stakora su prikupljeni od Wistar albino Stakora, uzgojenih u vivariju
Hrvatskog instituta za istrazivanje mozga. Koristili smo sljede¢i protokol parenja. Jednog
muzjaka i jednu zenku smo stavili u kavez u 20.00 sati te ih razdvojili u 08.00 sljede¢eg dana.
Time smo osigurali da maksimalna pogreska u odredivanju starosti bude 12 sati, tj. unutar jednog
dana. Stakori su bili Zrtvovani u kljuénim razvojnim stadijima izmedu PO (E22), P3, P7, P12,

P211P75.

Postupak pripreme Stakorskog mozdanog tkiva je u skladu s postupcima provedenim na
drugim Zivotinjskim vrstama”'*'>'® Zivotinje su anestezirane intraperitonealnom aplikacijom
tiopentala. Otvorili smo prsni koS, pristupili srcu te zapoceli postupak perfuzije. Iglom smo usli u
lijevu klijetku, dok smo desnu pretkljetku prerezali, kako bi se omogucilo istjecanje krvi iz
cirkulatornog sustava. Prvo smo aplicirali otopinu fosfatnog pufera (PB), koji se primjenjuje sve

dok bistra tekuc¢ina ne pocne istjecati kroz rez na desnoj pretkljetki i dok tkivo jetre ne problijedi.
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Potom smo aplicirali otopinu dvaju fiksiraju¢ih sredstava (4%-tni paraformaldehid 1 0,5%-tni
glutaraldehid u PB-u). Otopina se aplicirala dok nije nastupio rigiditet misi¢a. Nakon zavrSetka
perfuzije Stakor se dekapitira te se pazljivo odstrani mozak iz lubanje, prethodno presjecajuci
kranijalne Zivce na njihovom izlaziStu iz lubanje. Tako izolirani mozak smo mediosagitalnim
rezom podjelili u dvije hemisfere te ga postfiksirali ve¢ opisanom otopinom fiksativa na 4°C
kroz 24 sata. Fiksativ koji smo koristili je bio isti za sve razvojne stadije, da bismo izbjegli

eventualnu razliku u stupnju skupljanja tkiva primjenom fiksativa razlicitih koncentracija.

Nakon postfiksacije, tkivo izabranih razvojnih stadija (PO, P7 i P12) je iSlo u postupak
uklapanja u plastiku za elektronsku mikroskopiju (EM), prema protokolu koji se koristi na
Odjelu za psihologiju, Sveu¢ilista u Illinoisu'>'®. Izolirani CC je stavljen u 6,14%-tnu otopinu
saharoze kroz 2,5 sata. Nakon toga je ispran u PB-u kroz 15 minuta, a potom proveden kroz
rastuce koncentracije acetona, do zavr$ne koncentracije od 100%. Potom su uzorci stavljeni na
sat vremena u otopinu acetona i Durcupanske smole, u omjeru 1:1. Nakon toga su uzorci
stavljeni u ¢istu smolu kroz sat vremena na temperaturi od 25°C te 72 sata na temperaturi od
63°C. Tako pripremljeni blokovi su tada spremni za rezanje mikrotomom na polutanke (1 pm
debljine) 1 ultratanke (90 nm debljine) rezove. Prilikom pripreme tkiva za EM koristili smo

saharozu, radi boljeg ocuvanja unutarstani¢nih vezikula i izbjegavanja njihove fuzij ¢’

Kvalitetu fiksacije smo smatrali primjerenom za analizu broja i ultrastrukture aksonalnih
elemenata ako su na elektronskoj mikroskopiji bile odrzane i jasno vidljive sljedece strukture:
stani¢na membrana, mikrotubuli, neurofilamenti (ako su prisutni u istrazivanoj dobnoj skupini),
mitohondriji 1 endoplazmatski retikulum. Uzorci kod kojih navedene stukture nisu bile oCuvane i

jasno prepoznatljive nisu ulazili u analizu elektronskom mikroskopijom.
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IV.2. Analiza promjene povrsine korpusa kalozuma
IV.2.A. PovrS$ina korpusa kalozuma ¢ovjeka

Analiza se vrSila na mediosagitalnom rezu CC-a fetalnih i djecjih mozgova, koji su dio
Zagrebacke neuroembrioloske zbirke. Koristili smo dvije skupine podataka: digitalne fotografije
mediosagitalne povrSine velikog mozga s jedinicnom mjerkom 1 mediosagitalne rezove snimaka
magnetske rezonancije. Koristeéi softverski paket Analyze 6.0% opertali smo CC. Pri koristenju
digitalnih fotografija morali smo prije opcrtavanja kalibrirati sustav prema jedini¢noj mjerci, $to

za slike magnetske rezonancije nije bilo potrebno.

Prilikom odabira uzoraka za opcrtavanje povrsine posebnu pozornost smo obratili da su
prisutne sve znacajke mediosagitalnog reza, koje ukljucuju jasno vidljiv CC u cijeloj duzini,
prednju i straznju komisuru te kod slika magnetske rezonancije vidljiv aqueductus Sylvii i
trokutaski izgled cetvrte komore. Da bismo izbjegli pogreske u mjerenju povrsine, CC-ovi koji

su bili bilo parasagitalno, bilo koso presjeceni, nisu ulazili u analizirani uzorak.

IV.2.B. PovrSina korpusa kalozuma Stakora

Jednostavno fotografiranje mediosagitalne povrSine velikog mozga Stakora nije davalo
jasnu sliku CC-a. Stoga smo polutku velikog mozga uklopili u 10%-tni agar te pomocu
vibratoma narezali mediosagitalni rez debljine 1 mm. Vazno je napomenuti da uklapanje u agar
ne dovodi do skupljanja tkiva, jer se ovdje nije rije¢ o klasi¢nom uklapanju, te ne dolazi do
prozimanja tkiva uklapaju¢im sredstvom, ve¢ je ovdje rije¢ o jednostavnoj strukturnoj potpori

tkiva za vibratomsko rezanje.
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Dobiveni rez je potom stavljen na predmetno stakalce i pregledan mikroskopom na
najmanjem povecanju. Dobivenu sliku smo analizirali Neurolucida programom, koji nam je

omogucio opcrtananje CC-a i mjerenje njegove povrsine.

IV.2.C. Segmentacija korpusa kalozuma i mjerenje njegove debljine
Segmentacija je obavljena na isti nacin i na ljudskim i Stakorskim uzorcima tkiva.

Za segmentaciju smo koristili modifikaciju metode po Petersu’®. Na opcrtanim slikama
CC-a smo odredili vrh rostruma i vrh splenijuma, ¢ime smo podijelili opcrtani CC na dorzalni i
ventralni dio. Potom smo dorzalni dio podjelili u 100 dijelova, tako dobivajué¢i 99 jednako
udaljenih to¢aka duz dorzalnog dijela CC-a. Da bismo dobili debljine CC-a u cijelom njegovom
rostro-kaudalnom rasponu, spustili smo okomice sa dorzalnog na ventralni dio CC-a. Postupak
smo ponovili tri puta, postavljaju¢i vrh splenijuma na drugacije pozicije, te smo uzeli onu
segmentaciju kojoj je zbroj debljina bio najmanji (Slika IV.1.). Odredivanje vrhova, spustanje

okomica i mjerenje debljine CC-a je izvr§eno koriste¢i AutoCAD 2007 softverski paket.

Vrijednosti dobivenih debljina smo prikazali graficki radi zornog prikaza CC-a i
jednostavnije usporedbe medu uzorcima. To nam je takoder olakSalo odredivanje najSireg dijela

genu 1 spleniuma CC-a te najuzeg dijela isthmusa.
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SLIKA 1IV.1. Postupak segmentacije CC-a ¢ovjeka KoriSten u nasem istraZivanju.

Istovjetni postupak je izvrSen na CC-u Stakora.

A — opcrtavanje CC-a; B — odredivanje polozaja vrha rostruma i vrha spleniuma, 1 dijeljenje dorzalne granice CC-a
sa 99 jednako udaljenih tocaka; C — spustanje okomica na ventralnu granicu, u svrhu dobivanja debljine CC-a duz
cijele rostro-kaudalne osi; D — graficki prikaz debljina CC-a (1 — rostrum, 99 — splenium). Okomice oznacavaju
najsiri dio genua, najuzi dio isthmusa 1 najsiri dio spleniuma.

Za detalje vidjeti tekst. CC — korpus kalozum.

IV.3. Analiza promjene broja aksonalnih elemenata

IV.3.A. Elektronska mikroskopija i osmificirani polutanki rezovi

Uzorci velikog mozga Stakora su nakon uklapanja u plastiku (Dusrcupansku smolu)
rezani na polutanke rezove, debljine 1um, te su obojani toluidinom. Obojeni polutanki rez, je
provjeren pod svjetlosnim mikroskopom, da se potvrdi da je rezna ploha u sagitalnoj ravnini, tj.
da su aksoni poprecno presjeceni. Ako je rezna ploha bila dobra, ostatak ukljopljenog tkiva se

rezao na ultratanke rezove, debljine 90 nm. Rezovi su postavljeni na bakrenu mrezicu,
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kontrastirani uranil acetatom i olovo citratom. Nakon kontrastiranja rezovi su odmah bili spremni

za analizu EM-om.

Polutanki rez je koriSten za opctavanje CC-a, koje je izvrSeno ru¢no upotrebom camere
lucide pri¢vrs¢ene na mikroskop. Tako dobiveni crtezi su digitalizirani 1 upotrebljeni za

odredivanje polozaja regija brojanja (Slika IV.2.).

uzorak tkiva

uklapanje
polutanki rezovi (1000 nm) ultratanki rezovi (100 nm) SLIKA 1V.2.
toluidinsko bojanje kontrastiranje Algontam prlpreme
mozga Wistar albino
L ) g i Stakora za analizu
opcrtavanje opcrtavanje
(camera lucida) (elektronski mikroskop) el?ktronSk(.)_m
mikroskopijom.
odredivanje polozaja odredivanje koordinata
regija brojanja regija brojanja

fotografiranje slike
elektronske mikroskopije i
brojanje aksonalnih elemenata

Nakon opcrtavanja, CC Stakora je podjeljen u viSe rostro-kaudalno smjesStenih stupaca,
ovisno o dobi. PO grupi smo CC podjelili u 9 stupaca, P7 grupi u 18 stupaca, P12 grupi u 27
stupaca (Slika 1V.3.). Zbog pretpostavke postojanja dorzo-ventralnog gradijenta gustoce

18,19

aksona ™, svaki od stupaca je podjeljen u tri reda. Time je za PO grupu dobiveno 27, za P7

grupu 54, a za P12 grupu 81 regija brojanja, u kojoj su brojani aksoni i ¢unjici rasta.
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SLIKA IV.3.

<)

P12 EJ: Odredivanje polozaja regija brojanja, za
1t | objasnjenje vidjeti tekst.

L 5 678 9101 1, 13 14 3¢ Na primjeru petog stupca u stadiju PO se

2 o vidi polozaj regija brojanja. Radi

P 7 ° \g preglednosti u stadijima P7 i P12 je

& ucrtano po devet stupaca, umjesto 18 za P7

127 zaP12.

I ¢ Mjerka predstavlja 1 mm.
Po -« ©

Ultratanki rezovi su pregledani elektronskom mikroskopijom. Bilo je potrebno odrediti
toCan polozaj regije brojanja. Zbog toga je CC ponovno opcrtan, ovaj put koristeci elektronski
mikroskop, 1 ucrtan u koordinatni sustav elektronskog mikroskopa. Koriste¢i digitalizirane slike i
koordinatni sustav elektronskog mikroskopa, odredene su tocne koordinate regija brojanja (Slika
IV.3.). Unutar svake regije brojanja su odredena tri podrucja (slika brojanja), svako veli¢ine 22
umz. Na taj nacin je dobiveno 81 (9*3*3) slika elektronske mikroskopije za PO, 162 (18*3*3) za
P71 243 (27*3*3) za P12, na kojima je izbrojan broj aksonalnih elemenata (tj. aksona i cunjica

rasta).

Preparati su pregledani elektronskim mikroskopom na povecanju 6000x. Analiza je
obavljena na digitalnim slikama na istom povecanju. Linije iskljuenja za brojanje aksonalnih
elemenata su bile gornja 1 desna te aksonalni elementi koji su bili s njima u kontaktu nisu bili
brojani. Za statisticku analizu stupci su grupirani na nacin da svaka od ispitivanih dobi ima devet

stupaca, koji su komplementarni izmedu dobi (Tablica IV.5.)

34



TABLICA 1V.5. Komplementarni stupci korpusa kalozuma Stakora.

Odnos stupaca

[ PO | 1 2 3 4 5 6 7 8 9
12 34 56 78 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

m123456789101112131415161718192021222324252627

Broj aksona, Cunjica rasta i ukupnih aksonalnih elemenata je podijeljen sa povrSinom u
kojoj su izbrojani, da bi dobili njihovu gustocu u pojedinoj slici brojanja. Izracunali smo srednju
gustocu po regiji brojanja. Pomnozivsi izraCunatu gustocu sa povrSinom cijelog segmenta, dobili
smo broj aksona u tom segmentu. Zbrajajuci broj aksona segmenata, dobili smo broj aksona u
pojedinoj kalozalnoj regiji. Zbrajajuci broj aksona svih regija, dobili smo ukupan broj aksona u

CC-u u ispitivanom stadiju.

Ukupni broj prebrojanih aksonalnih elemenata po CC-u u razdoblju PO je bio oko 6000,
oko 12000 u P7 i oko 23000 u P12. Tijekom brojanja smo koristili i fotografije na kojima su bile
prikazane i krvne zile i stanicna tijela. Iako su neki istrazivaci na slicnim studijama iskljucivali
takve fotografije iz svojih analiza’, smatrali smo smo da bi izbacivanjem dobili lazno visoku

gustoéu i broj aksona u CC-u, §to je u skladu sa istrazivatkim postupkom ostalih autora '*'2.

Pri identifikaciji pojedinac¢nih stani¢nih elemenata koristili smo se ve¢ prihvacenim
kriterijima’'®'**°. Gliju smo identificirali prisutno$¢u endoplazmatskog retikuluma, granulama
glikogena, kapljicama lipida te slobodnim ribosomima. Cunji¢e rasta smo definirali ,,praznom*
citoplazmom, tj. odsutnoS¢u gore navedenih glijalnih elemenata, sa ili bez prisutnim vakuolama i
mitohondrijima. Aksone smo definirali kao strukture s mikrotubulima sa ili bez prisutnim
neurofilamentima. Strukture koje se bile ispunjene mikrotubulima, a sadrzavali se jednu ili vise

vakuola, takoder smo brojali kao aksone. Takvu odluku smo donjeli zbog Cinjenice da pojedini
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aksoni imaju varikozitete, koji se mogu nalaziti u bilo kojem dijelu duz pojedinog aksona (Slika

IV.4.). Nismo ulazili u identifikaciju razli¢itih tipova stanica.

SLIKA IV 4. Poprec¢ni presjek ¢unjica rasta i aksonalnog cilindra prikazanih elektronskom mikroskopijom.

Primjer aksonskog cilindra (vrhovi strelica), koji zavrSava Cunji¢em rasta (cr). U jednom segmentu aksonskog
cilindra prisutan je varikozitet (av), koji uz mikrotubule sadrzava i jedan mitohondrij i vakuolu.

Slika je iz podrucja indusium griseuma Stakora sedmog postnatalnog dana. Mjerka predstavlja 800 nm.

Vazno je za istaknuti da su polutanki rezovi, koriSteni za mjerenje povrSine CC-a i
poloZzaja regije brojanja, i ultratanki rezovi, na kojima smo brojali aksonalne elemente, ne samo
dio istog plasti¢nog bloka, ve¢ su susjedni rezovi. Time smo sigurni da su povrSine tih dvaju
rezova u potpunosti jednake te smo izbjegli problem, kojeg je imao Innocenti’, u razlici povrine

tih dvaju skupina rezova.

Za odredivanje veli¢ine aksona smo koristili digitalne slike EM-a te smo izbrojali 30
aksona po slici. Da bismo izbjegli nehoti¢no biranje vecih aksona, brojanje smo zapoceli u
desnom donjem kutu slike i radijalno se kretali po slici, mjereci svaki akson na koji smo naisli
(Slika IV.5.) Ukupni broj aksona, kojima je izmjerena povrsina, po uzorku u PO je iznosio oko

2000, oko 4000 u P7 1 oko 5000 u P12.
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SLIKA IV.5.

Primjer odredivanja
aksona na uzorku
P12, kojima se mjeri
povrSina  popre¢nog
presjeka (vidjeti
tekst).

Mjerka oznacava 600
nm.

* - glijalni elementi

Za mjerenje povrSine CC-a, brojanje aksona i mjerenje povrSine aksona koristili smo
ImageJ program. Pri odredivanju promjera aksona koristili smo metodu idealnog kruga'?, kojom
se izracuna promjer kruga koji ima povrsinu jednaku izmjerenoj povrSini aksona. Smatramo da je
metoda najprimjerenija za odredivanje promjera aksona na sagitalnim rezovima CC-a, zbog toga
$to su oni poprecno presjeceni. Elipti¢an izgled pojednih aksona nije posljedica njihovog kosog
tijeka ve¢ posljedica pritiska okolnih struktura, Sto je najbolje vidljivo na aksonima smjeStenim

neposredno uz cunjice rasta.

Kao dio dodatne obrade smo izbrojali broj mikrotubula po aksonu u ispitivanim

razvojnim stadijima. Pregledali smo ukupno 162 aksona po dobi.
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IV.3.B. Metoda srebrne impregnacije po Holmesu

Holmesova metoda pripada klasi¢nim histokemijskim metodama srebrne impregnacije,
koja ovisno o pH i temperaturama koriStenih otopina u razli¢itom opsegu prikazuju aksone,
jezgre i citoplazmu. Koristili smo vlastitu modifikaciju metode, napravljenu prema referenci®’,
radi prikaza stani¢nih elemenata i na parafinskim i na plastiénim rezovima. Prije pocetka
Holmesove metode parafinski rezovi su deparafinizirani, dok su plasti¢ni rezovi ostavljeni da se

osuse na stakalcu. Nakon navedene pripreme daljnji postupak je isti za obje skupine preparata.

Holmes metoda je izvedena na sljedec¢i nacin. Preparati su stavljeni u 20%-tnu otopinu
srebrnog nitrata kroz 2 sata u mraku. Nakon toga su isprani u tri promjene destilirane vode kroz
10 minuta. Potom se stavljaju u impregnirajuéu otopinu, u kojoj su ostavljeni 17 sati, na
temperaturi od 37°C. Potrebno je da otopina ima pH 8,0, radi optimalnog prikazivanja aksonskih
cilindara. Sljede¢i dan se rezovi vade iz impregnirajuc¢e otopine, viSak otopine se obriSe filter
papirom te se rezovi stavljaju u reducirajucu otopinu. U reducirajucoj otopini rezovi ostaju 5
minuta na temperaturi od 20°C. Potom se ispiru 5 minuta u destiliranoj vodi te se stavljaju u
0,2%-tnu otopinu zlatnog klorida kroz 3 minute. Slijedi kratko ispiranje u destiliranoj vodi 1
premjestanje u 2%-tnu otopinu oksalne kiseline kroz 5 minuta. Ponovno se ispire u destiliranoj
vodi, nakon Cega se stavlja 5 minuta u natrijev tiosulfat. Za zavrSetak se ispire prvo u tekucoj
vodi, pa u destiliranoj vodi kroz 5 minuta. Rezovi potom idu u standardni postupak pokrivanja

preparata (Tablica IV.6.).

Modifikacije klasi¢ne Holmes metode, opisane u priruénicima'®*®'

su nuzne radi
optimalnog prikaza aksonalnih cilindara, a ukljucuju: odrzavanje pH impregnirajuce otopine na

8.0 1 odrzavanje temperature reducirajuce otopine na 20°C.
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TABLICA 1V.6. Otopine koristene u Holmesovoj metodi srebrne impregnacije

Otopina Sastav otopine

20%-tni srebro nitrat 1 g srebrnog nitrata
5 mL dH20
Impregnirajuéa otopina 1 mL 1% srebrnog nitrata
20 mL borat/boraks pufera
180 mL dH20
Reducirajuéa otopina 1 g hidrokinon
10 g natrijev sulfit
100 mL dH20
0,2%-tni zlatni klorid 2 mL 1%-tnog zlatnog klorida
100 mL dH20
2%-tna oksalna kiselina 1 g oksalne kiseline
50 mL dH20

5%-tni tiosulfat 2,5 g tiosulfata
50 mL. dH20

IV.4. Odredivanje nastupa mijelinizacije metodom po Loyezu

Da bismo utvrdili vrijeme nastupa mijelinizacije na uzorcima CC-a kod ¢ovjeka i Stakora,

koristili smo bojanje po Loyezu®'.

Metoda se provodi na sljede¢i nain. Defarafinizirani uzorci tkiva se stavljaju 12 sati u
4%-tnu otopinu feri-amonijevog sulfata. Nakon ispiranja u destiliranoj vodi, ostavljaju se u
otopini hematoksilina kroz 4 sata na temperaturi od 56°C. Nakon ispiranja u tekucoj vodi
diferenciraju se u 4%-tnoj otopini feri-amonijevog sulfata. Ponovno slijedi ispiranje u tekucoj
vodi te diferencijacija u Loyezovom diferencijatoru kroz 2 minute. Rezovi se isperu, dehidriraju i

pokriju (Tablica IV.7.).
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TABLICA 1V.7. Otopine koristene u Loyezovoj metodi

Otopina Sastav otopine

4%-tni feri-amonijev sulfat 4 g feri-amonijevog sulfata

100 mL dH,O

Otopina hematoksilina 10 mL 10%-tni hematoksilin u apsolutnom alkoholu
2mL zasi¢ene vodene otopine litijevog karbonata
90 mL dH,O

Loyezov diferencijator 2 g boraxa
2,5 g kalijevog fericijanida
200 mL dH,O

Na povecanju od 1800x smo pregledali preparate te utvrdili u kojem stadiju dolazi do

prikaza mijelinizacije.
IV.5. Analiza glijalne arhitektonike korpusa kalozuma covjeka

Imunohistokemija je napravljena prema ustaljenim protokolima®. GFAP preparati su
pregledani mikroskopom uz pomo¢ softverskog paketa Neurolucida, pomocu kojeg smo opcrtali
cijeli CC 1 GFAP pozitivne dijelove. Odredili smo povrSinu oba dijela i izracunali udio GFAP
pozitivnog dijela CC-a u cijelom CC-u. Pri odabiru preparata za analizu udjela, posebnu
pozornost smo obratili na prisutnost sulcus supracallosusa, koji je upucivao da se nalazimo
neposredno uz mediosagitalnu ravninu. Rezovi na kojima nije bio vidljiv cijeli rub CC-a ili nije

bio vidljiv sulcus supracallosus, nisu bili uzeti u obzir.

Osim ,,makroskopskog® pregleda preparata obojenih za GFAP, prebrojali smo GFAP-
pozitivne stanice u CC-u. Da bismo uhvatili eventualnu razliku u gusto¢i GFAP pozitivnih
stanica, podjelili smo CC na 5 stupaca, 1 svaki stupac u 5 redova. Stupac S1 je stavljen u najSire
podrucje genua, S5 na najSire podrucje spleniuma, dok su ostala tri postavljena na jednakoj
udaljenosti medu sobom. Pet redova kojima smo podjelili stupce su postavljeni na sljedeci nacin:

red a u podrucje indusium griseuma, red e u podrucje supkalozalne supventrikularne zone, red c
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u sredisnji dio CC-a, dok su redovi b i d postavljeni u dorzalni, odnosno ventralni dio CC-a

(Slika IV.6.).

S 4 SLIKA 1V.6.

Raspored regija brojanja GFAP
S 5 pozitivnih stanica.

Za detalje vidjeti tekst.

Imunohistokemijski preparati S100f 1 vimentin su takoder pregledani Neurolucida

softverskim paketom, u svrhu odredivanja prisustnosti radijalne glije.

TABLICA 1V.8. Protutijela koriStena u studiji

Protutijelo Sto prikazuje

Anti-GFAP Ast'rf)cite (tijela i
stani¢ne nastavke)
Razvojne stadije i
zrele astrocite,
Anti-S100p tanicite,
oligodendrocite;
radijalnu gliju
Razvojne stadije i
zrele astrocite,
Anti-vimentin tanicite,
oligodendrocite;
radijalnu gliju
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V. REZULTATI

V.1. PovrSina, duljina i segmentacija korpusa kalozuma ¢ovjeka

Povrsina CC-a se postepeno povecava od 20. gestacijskog tjedna (GT), $to je najraniji
ispitivani stadij, do 28. GT. Potom dolazi do postepenog pada te se doseze minimum povrsine
u 35. GT, nakon cega povrsina CC-a opet raste. Rast se odvija istom stopom do kraja prve

godine zivota, $to je najstariji stadij kojem smo mjerili povrSinu CC-a (Slika V.1.).
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SLIKA V.1. Povrsina korpusa kalozuma ¢ovjeka u fetalnom i dojenackom razdoblju.

Svaka tocka predstavlja jedan uzorak korpusa kalozuma. Prikazani podaci su dobiveni koristeéi i fotografije
postmortalnog tkiva i slike magnetske rezonancije (za pojedinosti vidjeti tekst).

U 28. GT dolazi do jasno vidljivog maksimuma povrSine korpusa kalozuma, kojeg slijedi jasno vidljiv minimum
u 35. GT. Nakon toga dolazi do konstantnog povecanja povrsine korpusa kalozuma.

GT — gestacijski tjedan, PM — postnatalni mjesec.
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Da bismo mogli statisticki ispitati da li je primje¢ena promjena povrsine znacajna,
podjelili smo vrijednosti povrsine CC-a u sljede¢e dobne skupine: 20 — 26 GT, 27 — 30 GT,
32 — 37 GT i 38 — 41 GT. Podjela na navedene dobne skupine je opravdana, jer odgovara
razvojnim razdobljima kljuénim za razvoj kortiko-kortikalnih veza, to ukljuuje i CC %%,
Pomocéu ANOVA-e smo utvrdili da postoji statisticki znacajna razlika medu skupinama. Post-
hoc analiza je pokazala da razlika znacajna izmedu dobnih skupina 20-26 GT i 27-30 GT te
32-37 GT 1 38-41 GT (p=0.01). Razlika u povrSini izmedu skupina 27-30 GT i 32-37 GT nije
dosegla statisticku znacajnost, ali je pokazala trend smanjenja povrSine izmedu dvije

navedene dobne skupine (p=0.06) (Slika V.2.).

mm?

*k

SLIKA V.2. Povrsina Kkorpusa
kalozuma c¢ovjeka u prenatalnom
razdoblju, podjeljena u cetiri dobne
skupine.

|

B Jasno je vidljiva promjena povrSine
korpusa  kalozuma, sa sljede¢im

150 srednjim vrijednostima:

225 20-26 GT - 119.9 mm?,

27-30 GT - 161.9 mm?,

7 32-37 GT - 136.5 mm?,

50 38-41 GT - 193.2 mm’

25 ** - p<0.001, o — p=0.06

2026 536 . e GT — gestacijski tjedan

225

Kao dodatnu analizu morfologije CC-a izmjerili smo njegovu duljinu, uzimajuéi u
obzir zakrivljenost CC-a. ANOVA s prateCom post-hoc analizom je pokazala da postoji
statisticki znacajan rast duljine CC-a izmedu dobnih skupina 20-26 GT i 27-30 GT (p=0.049).

Zanimljivo je da izmedu dobnih skupina 27-30 GT i 32-37 GT nema statisticki znacajnog
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porasta duljine CC-a (p=0.575), nakon ¢ega dolazi do nastavka produljenja CC-a do dobne

skupine 38-41 GT (p<0.001) (Slika V.3.).

mm

70
: SLIKA V.3. Duljina Kkorpusa
kalozuma c¢ovjeka u prenatalnom
razdoblju, podjeljena u Cetiri dobne

skupine.

60

Jasno je vidljiva promjena duljine

korpusa kalozuma, sa sljede¢im
srednjim vrijednostima:
; 20-26 GT — 37.8 mm,
30 27-30 GT — 45.1 mm,
32-37 GT — 43.0 mm,
’ 38-41 GT — 57.1 mm
10 ** - p<0.001, * - p<0.01
GT — gestacijski tjedan

20-26 27-30 32-37 38-41

Uzorke ljudskog CC-a smo segmentirali u 99 debljina, rasporedenih duz rostro-
kaudalne granice, prate¢i zakrivljenost CC-a. Potom smo dobivenih 99 debljina graficki
prikazali da bismo dobili zorniji prikaz obrasca debljine CC-a i njegove promjene u
prenatalnom razvitku. To nam je i olaksalo odredivanje najdebljeg dijela genua i spleniuma

te najuzeg dijela isthmusa kod svakog ispitanika (Slika V.4.).
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SLIKA V.4. Segmentacija korpusa kalozuma ¢ovjeka.

Graficki prikazi debljina korpusa kalozuma covjeka u Cetiri dobne skupine. Plave krivulje prikazuju pojedine uzorke
korpusa kalozuma, dok crvene krivulje prikazuju srednju vrijednost debljina po dobi. 1 — rostrum, 99 — splenium.

Tako su genu i splenium zadebljani ve¢ u dobnoj skupini 20-26 GT, oni postaju jasno vidljivi u dobnoj skupini 27-30
GT. Isthmus se pocinje formirati u dobi 32-37 GT. Do zadebljanja genua i spleniuma dolazi tek u dobi 38-41 GT, pri
c¢emu zadebljanje genua doseze statistiCku znacajnost.

GT — gestacijski tjedan.

Genu i rostrum su prisutni ve¢ u dobnoj skupini 20-26 GT, iako su slabo izrazeni. U

tom se razdoblju isthmus tek nazire.

U dobnoj skupini 27-30 GT i genu i splenijum postaju jasno formirani. U tom stadiju

se jos ne primjecuje jasno definirani isthmus.

U dobnoj skupini 32-37 GT se javlja isthmus uz prednji rub spleniuma. Vazno je za

primjetiti da se isthmus javlja u vrijeme kada dolazi do smanjenja povrSine mediosagitalnig

presjeka CC-a.
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U dobroj skupini 38-41 GT dolazi do zadebljanja u podrucju genu i spleniuma.
Podrucje isthmusa ostaje debljine jednake onoj u ranijem stadiju.

Analizom odnosa genu, isthmusa i spleniuma izmedu Cetiriju dobnih skupina,
ANOVA je pokazala da jedino genu u dobnoj skupini 38-41 GT statisticki znacajno veci
(p<0,001). Ostale mjere izmedu dobnih skupina nisu pokazale statisticki znacajnu razliku

(Slika V.5.).

wE
' SLIKA V.5.

8 —
\ Cetiri ,trake* u obliku slova V
6 - M2026 | prikazuju  srednju  vrijednost
H27-30 genua, isthmusa 1 spleniuma po
4 7 32-37 dobnim skupinama (20-26 GT,

1 27-30 GT, 32-37 GT, 38-41 GT).

2 - ! 38-42
, ' 38-42 *% _ n<0.001

32-37
o T 1 1 T 27-30
Ry & @ 20-26

V.2. PovrSina, duljina i segmentacija korpusa kalozuma Stakora

Povrsina i duljina CC-a je izmjerena na 35 Wistar albino Stakora, u sljede¢im dobnim
skupinama: PO — 5 Zivotinja, P3 — 5 Zivotinja, P7 — 8 zivotinja, P12 — 7 Zivotinja, P21 — 5
Zivotinja, odrasle jedinke (P75) — 5 Zivotinja.

Usporedbu srednjih vrijednosti ovih Sest skupina smo izvSili statistickim testom
ANOVA, za obje skupine podataka, koja vraéa vrijednost p<0,001. Post-hoc analizom odnosa
srednje vrijednosti povrSina, pokazali smo da izmedu stadija P3, P7, P12 i P21 nema
statisticki znacajne razlike u povrSini. Drugim rije¢ima, postoji plato povrsine od P3 do P21

(Slika V.6.).
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SLIKA V.6. Povrsina korpusa kalozuma
Stakora.

Graficki prikaz promjene povrSine korpusa
kalozuma Stakora. Vidljiv je plato povrSine
izmedu P3 i P21. Postoji moguénost da se
plato povrSine nastavlja i nakon P21 (za
detalje vidjeti tekst).

P — postnatalni dan.

Post-hoc analizom smo utvrdili da su duljine CC-a znacajno razli¢ite izmedu svih

stadija, osim izmedu stadija P12 i P21. Drugim rijec¢ima, kada promatramo povec¢anje duljine

CC-a primjecujemo da dolazi do stanke u njegovom produljenju izmedu 12. i 21. postnatalnog

dana (Slika V.7.).
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SLIKA V.7. Duljina korpusa kalozuma
Stakora.

Graficki prikaz promjene duljine korpusa
kalozuma Stakora. Vidljivo je da duljina
konstantno raste od PO do P12, kada dolazi
do stanke u produZenju korpusa kalozuma,
koja traje barem do P21.

Usporedite ovaj graf s grafom povrSine
(Slika V.6.). PovrSina i duljina se ne
mjenjaju istom dinamikom u ovom ranom
postnatalnom razdoblju (za detalje vidjeti
Poglavlje VI: Rasprava).

Oznake su iste kao i na Slici V.6.
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Segmentacija CC-a Stakora je obavljena na istovjetan nacin kao kod ljudi. Ve¢ kod PO

su primjetni genu i splenium. Za razliku od ljudi, u ovom komplementarnom stadiju je

isthmus jasno vidljiv te iznosi 0.33 mm (Slika V.8.).
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SLIKA V.8. Segmentacija korpusa kalozuma Stakora.

Graficki prikazi debljina korpusa kalozuma $takora, podjeljeni po starostima (PO, P3, P7, P12, P21 i odrasla
jedinka). Plave krivulje prikazuju pojedine uzorke korpusa kalozuma, dok crvene krivulje prikazuju srednju

vrijednost debljina po dobi. 1 — rostrum, 99 — splenium.

Uocite da se genu i splenium pocinju biti jasnije vidljivi tijekom P3. Podrucje isthmusa je najtanje tijekom P12.
Presplenijalno podrucje cak ni kod odrasle jedinke nece doseci debljinu koju je imalo tijekom PO (330 pm).
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ANOVA je pokazala da dolazi do znacajnog porasta u debljini genu izmedu dobi PO i
P3 (p=0.02) te izmedu dobi P21 i odrasle jedinke (p<0.001), dok izmedu ostalih susjednih

stadija nema statisticki znacajne promjene.

ANOVA-om smo pokazali da ne postoji statisticki znacajne razlike u debljini isthmusa
izmedu PO i P3 (p=0.06) te izmedu P12 i P21 (p=0.24), dok dolazi do znacajnog smanjenja
izmedu P3 i P7 (p<0.001) te P7 i P12 (p<0.001). Izmedu P21 i odrasle jedinke dolazi do
porasta u debljini isthmusa (p=0.02).

Iako su razlike u debljini spleniuma izmedu dobi PO i P3 te P3 i P7 pokazivale trend,

nismo nasli statisticku znacajnu razliku u debljini spleniuma izmedu ispitivanih dobi (Slika

V.9.).
SLIKA V.9.
Sest ,traka“ u obliku slova V prikazuju
srednju vrijednost genua, isthmusa i
spleniuma po dobnim skupinama (PO, P3,
ojyc P7, P12, P21 i odrasla dob).
0.60 -

_ Uocite smanjenje debljine isthmusa od
ese P3 do P12, njegovu stagnaciju do P21 te
0.40 - porast do odrasle dobi.
°3° %% p<0.001, * - p<0.01
0.20
0.10
0.00 -

V.3. Odredivanje vremena nastupa mijelinizacije

Za odredivanje vremena nastupa mijelinizacije odabrali smo Loyez metodu, klasi¢nu
histolosku metodu za prikaz mijelinskih ovojnica.

Kao kontrolu uspjesnosti metode koristili smo uzorke CC-a odraslih jedinki Stakora i
covjeka, na kojima smo potvrdili da Loyez metoda uspjesno prikazuje mijelinizaciju. Potom

smo analizirali razli¢ite dobne skupine Stakora i covjeka za dokaz pocetka mijelinizacije.
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Kod stakora prvi dokaz mijelinizacije CC-a smo nasli u dobnoj skupini P21, kada je
vidljiva pojac¢ana obojenost tkiva u prednjoj polovici CC-a. S obzirom da smo imali i uzorke
Stakorskog tkiva i za elektronsku mikroskopiju, iste smo iskoristili za provjeru da li i u ranijim
dobnim skupinama postoji mijelinizacija, iako ona nije vidljiva histoloSkom metodom. Na
uzorcima CC-a §takora u dobnoj skupini P12 smo dokazali postojanje mijelinizacije, koja je
tek u svojem pocetku te iznosi 0,1%. Ranije dobne skupine (PO i P7) niti u jednom dijelu bilo
kojeg od uzoraka nisu imale mijelinizirane aksone. Nas nalaz vremena nastupa mijelinizacije
je u skladu s ranijim studijama **. Stoga smo izabrali P12, a ne P21, kao vrijeme nastupa
mijelinizacije i daljnju analizu broja i gusto¢e aksonalnih elemenata smo usmjerili od PO do
P12.

Analizom fetalnih CC-a covjeka od dobi 20. do 41. GT, obojenih Loyezovom
metodom nismo nasli jasnog dokaza mijelinizacije. To je u skladu s ranijim studijama *, koje
pokazuju da mijelinizacija pocinje u terminskom razdoblju, tj. oko 40. GT. Stoga smo kao

vrijeme nastupa mijelinizacije odlucili uzeti 40.GT i daljnju analizu usmjeriti prije te dobi.

V.4. Broj aksonalnih elemenata u korpusu kalozumu $takora i analiza aksonalne
ultrasturkure pomocu elektronske mikroskopije

V.4.A. Analiza broja i promjera aksonalnih elemenata

Analiza broja aksonalnih elemenata u CC-u Stakora je ukljucivala analizu broja
aksonalnih elemenata (Sto smo definirali kao zbroj aksona i Cunjica rasta), apsolutnog broja
cunjica rasta i udjela ¢unji¢a rasta u ukupnom broju aksonalnih elemenata te promjera aksona.
Broj aksona, njegov odnos izmedu kolumni i medu dobima je pokazala potpuno isti obrazac
statisticke znacajnosti kao i broj aksonalnih elemenata te je stoga necemo prikazati.

Za sve analize smo koristili ANOVA-u uz odgovarajucu post-hoc analizu (Turkey).

Grafovi koje koristimo prikazuju srednju vrijednost varijabli uz 95%-tni CI (confidence
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interval). Shema boja koju smo koristili u grafovima na kojima prikazujemo sve ispitivane
stadije je sljede¢a: PO -, P7 - . , P12 - . . Uz svaki graf je pridruzena i tablica statistiCke
znacajnostima s pripadaju¢im p vrijednostima.

Radi preglednosti cjelokupnu analizu prikazujemo u nekoliko odvojenih dijelova:
analizu medu stupcima unutar dobne skupine, analizu medu stupcima izmedu dobnih skupina

te analizu medu redovima.
V.4.A.1. Ukupan broj aksonalnih elemenata u tri razvojna stadija

Da bismo §to tocnije odredili ukupan broj aksonalnih elemenata u CC-u, odlucili smo
odrediti udio koji svaki stupac ima u ukupnoj povrsini CC-a. Time smo odredili povrSinu
svakog stupca, koju smo pomnozili sa gusto¢om aksonalnih elemenata odgovarajuéeg stupca,
¢ime smo dobili ukupni broj aksona po ispitivanom uzorku CC-a Stakora (Tablica V.1., Slika

V.10.).

TABLICA V.1. Ukupan broj aksonalnih elemenata u korpusu kalozumu Stakora.

Uzorak 1 Uzorak 2 Uzorak 3 Uzorak 4 vriserxei(rln:?sil za
(x 10°) (x 10°) (x 10°) (x10°) dob (x 10°

7,14 5,58 2,58 4,52 4,94
P7 8,22 7,86 9,45 6,09 7,91

12,19 8,78 11,10 10,93 10,75
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14,000,000

Rt x SLIKA V.10. Ukupni broj aksonalnih
@ 10,752,064 elemenata u korpusu kalozumu Stakora.

10,000,000 -

,000, ®

s A L 4 Svaka dob ima cetiri uzorka (plavi

1000009 V'S @ 7oy rombovi) s  prikazanom  srednjom
6,000,000 7S O vrijedno$cu (crveni rombovi).

1949,646 . . .
4,000,000 & 943,54 Slika pratl Tablicu V.1.
) 4

2,000,000 -

o -

V.4.A.2. Analiza gustoée i udjela aksonalnih elemenata duz rostro-kaudalne osi unutar
dobne skupine

U PO stadiju gustoca aksonalnih elemenata (Tablica V.2.) u stupcu 9 je statisticki
znacajno visa od stupaca 2, 3 1 5 (p<0,05) uz postojanje blagog trenda izmedu stupca 9 i1 4
(p=0.11) (Slika V.11.).

U stadiju P7 nismo nasli statisticku znacajnu razliku izmedu bilo kojih od stupaca
(Slika V.12.).

U stadiju P12 smo pokazali da je gusto¢a aksonalnih elemenata u stupcu 9 statisticki
znacajno veca u odnosu na sve ostale stupce, uz razinu statisticke znacajnosti p<=0.01.

Razlike izmedu ostalih stupaca nema (Slika V.13.).

TABLICA V.2. Broj aksonalnih elemenata/100pum? po stupcima po dobi (srednja vrijednost + SD)

SN TN EY B B B G

m 370+83  314+£147 316x116 346+108 338+107 354108 372+£151 368+127 449+172 358+132
325478 331£60  361+92  392+75  372+76  408+108  378+87 3654116 439+109  374+94

585+186  529+128 547+115 528+116 560+138  575+98 585484  577+119 718+162 577+141
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SLIKA V.11. Gustoca aksonalnih elemenata u stadiju P0.

Graf prikazuje gustoéu aksonalnih elemenata (broj/100pum?) uz prateéu tablicu statisticke znacajnosti.
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SLIKA V.12. Gustoéa aksonalnih elemenata u stadiju P7.

Graf prikazuje gustoéu aksonalnih elemenata (broj/100pum?) uz prateéu tablicu statisticke znacajnosti.
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SLIKA V.13. Gustoca aksonalnih elemenata u stadiju P12.

Graf prikazuje gustoéu aksonalnih elemenata (broj/100pum?) uz prateéu tablicu statisticke znacajnosti.
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Gustoéa Cunji¢a rasta (Tablica V.3.) u stadiju PO i P12 nije pokazivao statisticki
znacajnu razliku izmedu kolumni. No, u stadiju P7 je kolumna 9 pokazala znacajno veéi
gustocu Cunjica rasta u odnosu na kolumne 2, 6 i 7 (p=0.01) te blagi trend u onosu na

kolumnu 3 (p=0.11) (Slike V.14 — V.16.).

TABLICA V.3. Broj ¢unjica rasta/ 100pum? po stupcima po dobi (srednja vrijednost + SD)

I I I I I

P7 34+13 31+12 33+10 36+15 3612 3111 31+10 39+11 45+10 35+12

BN B2 SN 0 R EX e e BT BT B

broj/100 um

50 C 01 02 03 04 05 06 07 08 09
Bl o w0 0 0 00 w0 10 100

40 - 100 1,00 100 100 1,00 100 1,00
----------

30 1,00 1,00 1,00
----------

20 1,00 1,00

. ----------
- 0,99
e e

© T2 3 4 5 6 7 8 9

SLIKA V.14. Gustoca ¢unji¢a rasta u stadiju PO0.
Graf prikazuje gustoéu unjiéa rasta (broj/100um?) uz prateéu tablicu statistike znaGajnosti.
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SLIKA V.15. Gustoca ¢unji¢a rasta u stadiju P7.
Graf prikazuje gustoéu unji¢a rasta (broj/100um?) uz prateéu tablicu statistike znaGajnosti.
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30 - 099 099 062 036 006
- 100 1,00 1,00 096

20 - 1,00 1,00 099
- 1,00 1,00
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5 | 9
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SLIKA V.16. Gustoca ¢unjiéa rasta u stadiju P12.
Graf prikazuje gustoéu Gunjiéa rasta (broj/100pum?) uz prateéu tablicu statistidke znacajnosti.

Kada smo promatrali udio ¢unji¢a rasta (Tablica V.4.) u ukupnom broju aksonalnih
elemenata, nasli smo znacajnu razliku izmedu kolumni 2 i 9 u stadiju PO, s kolumnom 2 koja

je imala ve¢i udio Cunjica rasta. Ne postoje znacajne razlike izmedu kolumni u stadijima P7 i

P12 (Slike V.17. - V.19.).
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TABLICA V.4. Udio ¢unji¢a rasta [%] po stupcima po dobi (srednja vrijednost = SD)

ENENEN RN ENEE RN ERENCT

I 10943,5 10,1448 10,1444  9,6+42  9,9+35 85445  9,1+4,1 11,5+4,1 11,044,1 10,0442

I (el el ol el e e ] e ]

udio [%]
- C et ez 03 04 05 06 07 08 09

14
- 1,00 065 1,00 008 099 08 001

* B o e oos e e

8 - 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
6 B om0 w0
4 - 1,00 1,00 1,00
R} BN 17 o o
- 0,98
® a2 3 4 s 67 8 o9 e e

SLIKA V.17. Udio ¢unji¢a rasta u stadiju P0.
Graf prikazuje udio unji¢a rasta uz pratecu tablicu statisticke znacajnosti.
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SLIKA V.18. Udio ¢unji¢a rasta u stadiju P7.
Graf prikazuje udio unji¢a rasta uz pratecu tablicu statisticke znacajnosti.
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SLIKA V.19. Udio ¢unji¢a rasta u stadiju P12.
Graf prikazuje udio ¢unjica rasta uz pratecu tablicu statisticke znacajnosti.

V.4.A.3. Analiza gustoce i udjela aksonalnih elemenata duZ rostro-kaudalne osi izmedu
dobnih skupina

Da bismo vidjeli da li postoji razvojna razlika pojedinih aksonalnih elemenata,
usporedili smo komplementarne kolumne razli¢itih dobi (pr. kolumna 3 u stadiju PO sa
kolumnom 3 u stadiju P7).

Analizom gustoce aksonalnih elemenata, nasli smo da ne postoji statisticki znacajna
razlika u gusto¢i aksonalnih elemenata izmedu PO i P7 izmedu niti jedne komplementarne
kolumne. Stadij P12 je pokazao statisticki znacajno ve¢u gustocu u svim komplementarnim

kolumnama u odnosu na P7 i PO (p<0.001) (Tablica V.5. i Slika V.20.).
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SLIKA V.20. Gustoca aksonalnih elemenata u dobnim skupinama P0, P7, P12.

Primjetite statisticki znacajno povecanje gustoce aksonalnih elemenata u dobi P12 u odnosu na dvije ranije
dobne skupine. Slika prati Tablicu V.5.

Analiza gustoce Cunji¢a rasta je pokazala da postoji znacajno veci broj ¢unjica rasta u

kolumni 9 u stadiju P7 i P12 u odnosu na stadij PO (p<0.001) (Tablica V.6. i Slika V.21.).
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SLIKA V.21. Gustoéa ¢unji¢a rasta u dobnim skupinama P0, P7, P12.

Primjetite statisticki znacajno manju gustocu cunjic¢a rasta u stupcu 9 u dobi PO u odnosu na dvije starije dobne
skupine. Slika prati Tablicu V.6.

Analiza udjela ¢unji¢a rasta je pokazala da postoji znacajno veci udio ¢unji¢a rasta u
kolumnama 1 i 9 u stadiju P7, u odnosu na PO (p<=0.05). Dok ostale komplementarne

kolumne nisu pokazivale nikakvu razliku. Usporedbom stadija P7 i P12 nasli smo da u svim
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kolumnama, izuzev kolumni 6 i 7, postoji znacajno manji udio Cunji¢a rasta u stadiju P12

(p<0.01) (Tablica V.7. i Slika V.22.).
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SLIKA V.22. Udio ¢unji¢a rasta u dobnim skupinama P0, P7, P12.

Primjetite statisticki znacajno smanjenje udjela ¢unjic¢a rasta u dobi P12 u odnosu na ostale dvije dobne skupine

u veéini stupaca. Slika prati Tablicu V.7.

Premda postoji statisticki znacajna razlika u udjelu Cunji¢a rasta samo izmedu

pojedinih kolumni, odlucili smo provjeriti da li ¢e razlika u udjelu ¢unji¢a rasta biti prisutna
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kada zanemarimo pojedine stupce i analiziramo CC kao cjelinu. ANOVA-om smo dokazali da
postoji statisticki znacajna razlika izmedu svih ispitivanih stadija, na nacin da dolazi do
porasta udjela Cunjica rasta izmedu PO i P7 te njegovog pada izmedu P7 i P12. U stadiju P12

udio Cunjica rasta je znacajno manji od onog prisutnog u PO (Slika V.23.).

udio [%]
14
% SLIKA V.23. Udio cunji¢a
12 E S rasta po dobnim skupinama.
10
Udio cunjica rasta u cijelom
8 korpusu kalozumu po dobi.
6 *% _ p<0.001
4
2
o -t

Po P7 Pai2

V.4.A.4. Analiza gustoée i udjela aksonalnih elemenata duz dorzo-ventralne osi

Da bismo istrazili postojanje eventualnog dorzo-ventralnog gradijenta aksonalnih
elemenata, izvr$ili smo analizu medu redovima CC-a. Za tu svrhu smo grupirali dorzalni red
svih stupaca, centralni red svih stupaca i ventralni red svih stupaca, ¢ime smo dobili srednje
vrijednosti za svaki od tri reda. Koriste¢ci ANOVA-u smo pokazali da postoji statisticki
znacajna razlika medu redovima CC-a unutar i izmedu dobnih skupina (Tablica V.8.)

U stadijima PO i P7 dorzalni red je pokazao znacajno veci broj aksonalnih elemenata u
odnosu na centralni (p=0.01) i ventralni red (p<0.01), dok medu njima nije bilo statisticki
znacajne razlike (p=0.854).

U stadiju P12, svaki red je pokazao statisticki znacajnu razliku u odnosu na ostala dva

reda. Pokazali smo da postoji gradijent gusto¢e unutar CC-a u stadiju P12, na nacin da
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dorzalni red ima najveéu gustocu aksona, dok ventralni ima najmanju (p<=0.01) (Slika

V.24.).

TABLICA V8. Broj aksonalnih elemenata/100pum® po redovima po dobi (srednja vrijednost + SD)

Dorzalni red | Centralni red | Ventralni red Ukupno
(Red 1) (Red 2) (Red 3) P

m 399+122

P12 650+127

343+£145 333+119 358+132
361+90 347487 374494
571+£124 509+135 577£141

broj aksonalnih

elemenata/i00 um?

700
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100

(o]

4 2 3

d: 2 3

*k
*k K

123
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*k
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1 2 3

SLIKA V.24. Gusto¢a aksonalnih elemenata duz dorzo-ventralne osi.

Promjena gustoce aksonalnih elemenata izmedu redova unutar dobne skupine (lijevo) te izmedu dobnih skupina

po redu (desno).

Uocite postojanje dorzo-ventralnog smanjenja gustoée u svim dobnim skupinama, i statisticko znacajno

povecanje gustoce u sva tri reda u dobi P12.

Rezultati gustoe i udjela cunji¢a rasta su pokazali da vrijednosti oba parametra

pokazuju sli¢énu dinamiku medu redovima. U P7 je red 1 pokazao najvecu gustocu, ali red 2

najve¢i udio. U stadiju P12 najveca gustoca Cunjica rasta je u redu 3, a najveéi udio u

redovima 2 i 3. Ukupno gledajuéi, smatramo da je od same razlike u gusto¢i i udjelu unjica

rasta vaznija Cinjenica da su ¢unji¢i rasta rasporedeni duz cijele dorzo-ventralne osi i da se u
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svakom dijelu CC-a odvija visoki stupanj urastanja aksona (Tablice V.9 i V.10. i Slike V.25. i

V.26.).

TABLICA V.9. Broj ¢unji¢a rasta/100um’ po redovima po dobi (srednja vrijednost + SD)

Dorzalni red | Centralni red | Ventralni red Ukupno
(Red 1) (Red 2) (Red 3) P
m 27+12 25+11 25+12 26£12
38+12 35+12 32+11 35412

P12 27+11 34+£11 30+£13 30£12
broj ¢unjica broj ¢unjica
rasta/100 um? rasta/i00 um*
50 .. HHR % 50 *%k k% *:* ‘k*
W -
40 ‘ 40 ‘ | i il
= 30 ‘
20 20
10 10
0 o
123 t23 123 Po Py P12 Po P7 P12 Po Py P12
Po P7 P12 1 5 3

SLIKA V.25. Gustoc¢a ¢unji¢a rasta duz dorzo-ventralne osi.

Promjena gustoce Cunjica rasta izmedu redova unutar dobne skupine (lijevo) te izmedu dobnih skupina po redu
(desno).

TABLICA V.10. Udio ¢unji¢a rasta [%] po redovima po dobi (srednja vrijednost = SD)

Dorzalni red | Centralni red | Ventralni red Ukupno
(Red 1) (Red 2) (Red 3) P

m 7,6+4,0 8,645,1 8,7+5,2 8,3+4,8
9,8+4,0 10,24,0 10,1447 10,0442
PN 42+15 6,242,0 6,242,7 5,543
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SLIKA V.26. Udio ¢unji¢a rasta duz dorzo-ventralne osi.

Tijekom PO i P7 ne nalazimo statisticku znacajnu razliku u udjelu ¢unjica rasta duz dorzo-ventralne osi. U P12
ventralni dio korpusa kalozuma pokazuje veci udio cunji¢a rasta.

Usporedbom izmedu dobi vidimo da je udio Cunji¢a rasta najveci tijekom P7 na svakom ispitivanom nivou
dorzo-ventralne osi.

V.4.A.5. Promjer aksona

Analizirali smo i promjer aksona, njegovu promjenu s dobi i razliku medu stupcima.
Srednje vrijednosti sa SD su dane u Tablici. Grafovi sa pripadadaju¢im tablicama statisticke
znacajnosti su dane u Slikama V27. do V.30. i Tablici V.12.

Analiza promjera aksona je pokazala konzistentne rezultate izmedu stupaca u svim
ispitivanim stadijima (Tablica V.11.). Prate¢i rostro-kaudalnu os vidimo da se promjer aksona
smanjuje. Tako je podrucje za koje smatramo da najvjerojatnje spaja regije mozdane kore
frontalnog i prednjeg dijela parijetalnog reznja (stupci 1 do 3) ima znacajno vece aksone od
dijela CC-a za kojeg smatramo da spaja ostatak parijetalnog, temporalni i okcipitalnog reznja

(stupci 5 do 9) (Slike V.27. - V.29.).
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TABLICA V.11. Promjer aksona (nm?) po kolumnama po dobi.

I N N N N N N T

I 277+102  279+101 258494 256495 251493 247485 234482 243+78 234485 253492

B e e e e e e B B )

promjer aksona
[nm?]
© 0t 0z 03 ee 05 0 07 s 0s
150 Bl o oo s om0 w0 o

422 516 .038  .000 .000 .000 .000

02
° Bl s e om0 e o

250 234 .004  .000 .000 .000

2291 .030  .000

150

100
109

® I O e -

o J
12 3 4 5 6 7 8 9

SLIKA V.27. Promjer aksona u stadiju P0 s pratecom tablicom statisticke znacajnosti.
Preglednosti radi u grafu nismo oznacili statisticki znacajne razlike. Jasno je smanjenje promjera aksona niz
rostro-kaudalnu os.

prom[J:r:;';wna St 72 73 e 75 76 77 78 79
= s a0 o w0 0 000 000 000

.000 .000 .000 .000 .000 .000 .000

> Bl e w om0

300 348 069  .000 .010 .000

250 = I A

200 011 432 .009

150 = [ e

.070

50

o J
12 3 4 5 6 7 8 9

SLIKA V.28. Promjer aksona u stadiju P7 s pratecom tablicom statisticke znac¢ajnosti.
Preglednosti radi u grafu nismo oznacili statisticki znacajne razlike. Jasno je smanjenje promjera aksona niz
rostro-kaudalnu os.
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SLIKA V.29. Promjer aksona u stadiju P12 s prateCom tablicom statisti¢ke znacajnosti.
Preglednosti radi u grafu nismo oznacili statisticki znacajne razlike. Jasno je smanjenje promjera aksona niz

rostro-kaudalnu os.

Nadalje, analizirali smo razlike izmedu komplementarnih stupaca sa dobi (Slika V.30.

i Tablica V.12.).
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SLIKA V.30. Odnos promjera aksona izmedu komplementarnih stupaca svih dobnih skupina.

U stadiju PO vecina stupaca ima statisti¢ki znacajno veci promjer aksona. Sliku prati Tablica V.12. Radi

preglednosti u graf nismo oznacili statisticki znacajne razlike.
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Srednja vrijednost promjera aksona cijelog CC-a vec¢a u PO nego u P7 i P12 stadijima
(Tablica V.11.). Dodatno smo istrazili udio velikih aksona (>400 nm) u ukupnom broju. Nasli

smo da je udio velikih aksona ve¢i u kasnijim stadijima (PO — 6,7%, P7 — 6,9%, P12 — 7,8%)).

V.4.B. Analiza aksonalne ultrastrukture

S obzirom da smo uocili da je promjer aksona veéi u stadiju PO, nego u ostala dva
ispitivana stadija, htjeli smo vidjeti da 1i postoji i razlika u aksonskoj ultrastrukturi.
Ultrastrukturalni elementi koji su prisutni u sva tri stadija i u svim aksonima su mikrotubuli.
Odlucili smo istraziti da 1i je gusto¢a mikrotubula u aksonalnom cilindru jednaka, ili se
mijenja s dobi.

Uporedili smo srednje vrijednosti povrSine izmjerenih aksona, broja mikrotubula i
koliko citoplazmatske povrSine na poprecnom presjeku aksona dolazi na jedan mikrotubul.

Koristili smo ANOVA-u, koja je vratila statisticku znacajnu razliku (p<0,001). Post-hoc
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analizom smo utvrdili da je razlika prisutna u sve tri ispitivane ultrastrukturne znacajke
izmedu PO stadija s jedne strane te P7 i P12 stadija s druge (Tablica V.13.).

Utvrdili smo da je koli¢ina citoplazmatske povrSine po mikrotubulu u aksonu
statisticki znaCajno ve¢a u stadiju PO, dok izmedu stadija P7 i P12 ne postoji statisticki
znacajna razlika na nasem materijalu (Slika V.31.).

TABLICA V.13.Povrsina poprecnog presjeka citoplazme (um?)/mikrotubulu (srednja vrijednost + SD)

. pmZ / mikrotubul

6989 +£3 141

SLIKA V.31. Zorni prikaz razlike u gustoé¢i mikrotubula u aksonu izmedu P0 i P12.

Primjeri slika elektronske mikroskopije na uzorcima starosti PO i P12. Aksoni opcrtani plavom bojom su
otprilike iste povrsine, Sto je slucaj i sa aksonima opcrtanim crvenom bojom.

Lijevo (stadij PO) — akson opcrtan plavom bojom ima cetiri mikrotubula, onaj opcrtan crvenom ima ih tri.
Desno (stadij P12) — akson opcrtan plavom bojom ima deset mikrotubula, onaj opcrtan crvenom ima ih pet.

U stadiju P12 mali broj aksona jo$ uvijek ima nizu gusto¢u mikrotubula (vrh strelice).
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V.4.C. Sazetak rezultata elektronske mikroskopije na uzorcima korpusa kalozuma
Stakora

U ispitivanim stadijima (PO, P7 i P12) postoji porast ukupnog breja aksonalnih
elemenata u CC-u (PO — 4,9 milijuna, P7- 7,9 milijuna, P12 — 10,8 milijuna).

Unutar pojedinog stadija postoji razlika na rostro-kaudalnij osi, na nacin da
splenijalni dio (stupac 9) ima vecu gusto¢u aksonalnih elemenata. Na istoj osi smo nasli veci
broj cunjica rasta u stupcu 9 u stadiju P7, Sto nije slucaj sa stadijima PO i P12. Udio ¢unji¢a
rasta u ukupnom broju aksonalnih elemenata ne pokazuje statisticki znacajnu razliku izmedu
stupaca ni u jednom od stadija (izuzetak je razlika izmedu stupaca 2 i 9 u stadiju PO).

Unutar pojedinog stadija postoji dorzo-ventralni gradijent gusto¢e aksonalnih
elemenata. U stadijima PO i P7 dorzalni red ima znacajno vecu gusto¢u aksonalnih elemenata
u odnosu na centralni i ventralni red, koji medu sobom ne pokazuju razliku gustoce. U stadiju
P12 razlika je prisutna izmedu sva tri reda, na nac¢in da dorzalni red ima najvecu, a ventralni
red najmanju gusto¢u. Broj ¢unji¢a rasta je u stadiju PO jednaka na cijeloj dorzo-ventralnoj
osi. Stadij P7 je pokazao najvecu gusto¢u u dorzalnom redu, dok je u stadiju P12 najveca
gustoca u centralnom redu. Udio Cunjica rasta je pokazao statisticki znacajnu razliku jedino u
stadiju P12, na nacin da centralni i ventralni red imaju ve¢i udio nego dorzalni red.

Usporedbom razvojnih stadija smo pokazali sljedece. Kroz cijelu rostro-kaudalnu os
ne postoji razlika u gustoéi aksonalnih elemenata izmedu stadija PO i P7, dok stadij P12 ima
znacajno guséi raspored aksonalnih elemenata. Usporedbom gustoée c¢unjica rasta po
stupcima nismo nasli statisticki znacajnu razliku (izuzev u stupcu 9 izmedu stadija P7 i P12).
Udio ¢unji¢a rasta je pokazao drugaciji obrazac — razlika izmedu dobnih skupina je prisutna u
skoro svim stupcima (izuzev 6. i 7.) na nacin da stadij P12 ima znacajno manji udio cunjica
rasta. Kada usporedujemo udio Cunjica rasta u cijelom CC-u nalazimo da stadij P7 ima

najveci udio, dok stadij P12 ima najmanji udio.
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Analizom promjera aksona smo pokazali da u svim dobnim skupinama postoji
smanjenje promjera od rostralno prema kaudalno. Kada smo analizirali promjer aksona u
cjelokupnom CC-u dokazali smo da aksoni u stadiju PO imaju najveci promjer. S obzirom da
je takav nalaz bio neocekivan, dodatno smo istrazili ultrastukturu aksona — to¢nije odnos
koli¢ine citoplazme i mikrotubula na popre¢nom presjeku aksona. Pokazali smo da su aksoni

u stadiju PO nezreliji i sadrze manje mikrotubula.

V.5. Broj aksonalnih elemenata u korpusu kalozumu ¢ovjeka

Zbog nemogucnosti dobivanja ljudskog tkiva dovoljno visoke kvalitete za elektronsku
mikroskopiju, odluc¢ili smo posegnuti za histolosSkim metodama u odredivanju broja
aksonalnih elemenata. Zbog rezolucije svjetlosnog mikroskopa, bez obzira na histolosku
metodu koja se koristi, najmanji aksonalni element koji ¢e biti vidljiv bit ¢e promjera 400
nm" (za detaljni komentar o ograniCenjima histoloSkih metoda u odredivanju broja
aksonalnih elemenata, molim vidjeti Poglavlje VI. Rasprava).

Prvoj metodi kojoj smo odlucili ispitati uspjeSnost na fetalnom ljudskom tkivu je
modifikacija Holmesove metode srebrne impregnacije, koja se pokazala uspjeSnom na
uzorcima odraslog CC-a ¢ovjeka . Vrlo rano u istraZivanju §takorskog CC-a u stadijima koji
odgovaraju prenatalnom periodu covjeka, smo pokazali da neurofilamenti nisu prisutni u
aksonima. S obzirom da su neurofilamenti onaj dio stani¢ne ultrastrukture, koja se prema
klasi¢nim autorima *' prikazuje Holmesovom metodom, odustali smo od ove metode za
prikaz aksona u razvoju.

Druga metoda kojoj smo se okrenuli za odredivanje broja aksonalnih elemenata je
toluidinsko bojanje osmificiranih uzoraka CC-a Covjeka. Obrada tkiva je jednaka kao i kod
pripreme za elektronsku mikroskopiju. Potom se rezu polutanki rezovi (I pm debljine) te se

bojaju toludinom. Rezovi se pokriju i analiziraju svjetlosnim mikroskopom.
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Analizirali smo pet uzoraka CC-a, starosti od 24 do 40 GT. Po svakom uzorku smo
izbrojali broj aksonalnih elemenata u 20 do 40 regija te smo izra¢unali srednju vrijednost
gustoce za cijeli CC. Potom smo pomnoZili dobivenu vrijednost gusto¢e sa povrSinom CC-a,
korigiranom za stupanj skupljanja tkiva koji se dogodi prilikom obrade, a iznosi 2,65 (Tablica
V.14.).

S obzirom na malen uzorak i visoku vjerojatnost velike varijabilnosti u broju
aksonalnih elemenata izmedu uzoraka (temeljem istraZzivanja na eksperimentalnim

9,10,12

Zivotinjama ), nismo ulazili u statisticku analizu rezultata.

TABLICA V.14. PovrSina, korigirana povrSina, gusto¢a aksonalnih elemenata i ukupni broj
aksonalnih elemenata vec¢ih od 400 nm u korpusu kalozumu covjeka u razdoblju od 24 do 40
gestacijskih tjedana.

Gestacijska | PovrSina | Korigirana | Broj aksonalnih Ukupni broj aksonalnih
dob CC-a povrsina elemenata elemenata >400 nm u CC-u

(tjedni) ) CC-a > 400nm / 100pm* (u milijunima)
(mm’)

191 72,10 22,62 16,30
138 52,10 30,89 16,09
175 66,03 17,98 11,87
177 66,79 14,70 9,82
190 71,70 17,10 12,26

V.6. Analiza glijalne arhitektonike korpusa kalozuma ¢ovjeka

Preparati obojani za GFAP imunohistokemiju su koriSteni za odredivanje udjela
GFAP pozitivnog dijela CC-a u njegovoj ukupnoj povrsini.

Pri odabiru rezova koriStenih za odredivanje udjela koristili smo se sljede¢im
kriterijima - vidljiv rub CC-a u cijelom njegovom opsegu i prisutan sulcus corporis callosi.
Vaznost koristenja reza najblizeg mediosagitalnoj ravnini smo potvrdili izradom serije rezova,
koje smo obradili GFAP imunohistokemijom. One su pokazale da se udio kalozalnih septi i

cjelokupnog GFAP pozitivnog dijela povecava kako idemo prema lateralno (Slika V.32.).
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Stoga smo se za odredivanje udjela GFAP pozitivnog dijela u naSem radu ogranicili na rez

najblize mediosagitalnoj ravnini.

SLIKA V.32. Razlika u broju
N kalozalnih septi izmedu
A T TS ) mediosagitalnog i dva parasagitalna
TN A S reza korpusa kalozuma &ovjeka u

i ' 22.GT.

/ - | Primjer promjene broja kalozalnih
S / septi na uzorku CF 593.

Slika A — mediosagitalni rez. Prisutan
je mali broj kalozalnih septi. Vidljiv je
, indusium  griseum  dorzalno i
_ N subkalozalna subventrikularna zona
ventralno.

J Slika B — jo§ uvijek je vidljiv
indusium griseum, $to nam govori da
D> jos nismo stigli do dna sulcus corporis

callosi. Primjetan je znatno veci broj
septi.

Slika C — nalazimo se u bijeloj tvari
telencefalona, iznad krova lateralnog
ventrikula, koji je smjesSten ispod
korpusa kalozuma. Primjetite
promjenu oblika korpusa kalozuma,
koji upucuje na prijelaz u kalozalnu
radijaciju.

GT-gestacijski tjedan.

Ve¢ je na prvi pogled mediosagitalnih rezova CC-a vidljivo da se struktura koju
makroskopski nazivamo CC sastoji od dva dijela s obzirom na GFAP pozitivnost: intenzivno
GFAP pozitivno podrucje na ventralnoj i dorzalnoj strani CC-a, u kojem osim velikog broja
stanica GFAP pozitivnih stanica postoji i bogata GFAP pozitivna mreza, te slabije GFAP
pozitivno podru¢je u kojem su jasno vidljive GFAP pozitivne stanice u manjem broju i
izrazito slabije izrazenom GFAP pozitivnom mrezom.

Da bismo smo odredili udio intenzivno GFAP pozitivnog podruc¢ja u ukupnoj

mediosagitalnoj povrsini CC-a koristili smo Neurolucida program. Udjele povr§ina smo
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analizirali ANOVA-om, koja nije pokazala statistiCki znacajnu razliku medu dobnim
skupinama (p=0.373). Srednja vrijednost udjela intenzivno GFAP pozitivne povrSine u

ukupnoj povrsini CC-a za sve Cetiri dobne skupine zajedno iznosi 13.4% (Tablica V.15.).

TABLICA V.15. Udio GFAP pozitivne povrsine u ukupnoj povrsini korpusa kalozuma covjeka u
Cetiri ispitivana razvojna stadija i srednja vrijednost udjela za sve Cetiri skupine.

Dobna skupina Udio GFAP
P pozitivne povrSine [%]

15,04
12,48
10,63
14,09
13,39

Rezultate gustoée GFAP pozitivnih stanica smo takoder obradili AVOVA-om, koja
nije pokazala statisticku znacajnu razliku niti izmedu pojedinih regija brojanja koje se nalaze
u istom redu, niti izmedu pojedinih regija u razli¢itim dobnim skupinama. Drugim rijeCima,
gustoca GFAP pozitivnih stanica ostaje nepromijenjena tijekom proucavanog razvojnog
perioda od 20 do 40 GT, u svim dijelovima CC-a. Stoga rezultate predstavljamo kao srednju

vrijednost svih dobi (Slika V.33. i Tablica V.16.).
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SLIKA V.33. Prikaz udjela GFAP pozitivnih podrucja korpusa kalozuma uz pratee reprezentativne
mikroskopske fotografije.

Crno obojena podruéja odgovaraju indusium griseum na dorzalnoj plohi korpusa kalozuma i subventrikularnoj
subkalozalnoj zoni na ventralnoj plohi. Primjetite pojedine kalozalne septe kako ulaze u samo tijelo korpusa
kalozuma.

Svjetlo plavom bojom je prikazano samo tijelo korpusa kalozuma, koje sadrzi aksonalne elemente.

Vazno je za napomenuti da makroskopski, prije histoloske obrade, oba dijela (i crno i plavo obojeni) se ne
razlikuju i zajedno izgledaju kao jedinstvena struktura — korpus kalozum.

Slike GFAP imunohistokemije (doljnji red) prikazuju podruéje indusium griseuma (lijevo), tijela korpusa
kalozuma (sredina) i subkalozalne subventrikularne zone (desno). Mjerka predstavlja 50 um za sve slike.

TABLICA V.16. Gusto¢a GFAP pozitivnih stanica na pet ispitivanih razina duz dorzo-ventralne osi
korpusa kalozuma.

26,97+ 11,85
3,20+ 1,65
3,07+1,52
3,30+ 1,38
24,71 12,42

Izmedu broja GFAP pozitivnih stanica u indusiumu griseumu i subventrikularnoj

subkalozalnoj zoni nema statisticki znacajne razlike, kao niti izmedu pojedinih dijelova CC-a.
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Za prikaz razvojnih glijalnih elemenata odlucili smo izvrSiti imunohistokemiju
prvotno s dva protutijela — S100b i vimentin. Oba protutijela prikazuju na naSem materijalu
isti obrazac imunohistokemijskog bojanja. Zbog te Cinjenice i zbog toga §to imunohistokemija
vimentinom daje 10siji prikaz kod preparata s duzim postmortalnim vremenom, odlucili smo
se ostatak analize provesti samo sa protutijelom protiv S100b.

Primarma zada¢a koju smo dali ovom dijelu istrazivanja je bila ispitati prisutnost
radijalne glije na mediosagitalnim rezovima CC-a. Niti na jednom ispitivanom uzorku nismo

nasli dokaz za postojanje radijalne glije u mediosagitalnoj ravnini CC-a.
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VI. RASPRAVA

VI.A. Osvrt na metodologiju koriStenu u istraZivanju

Jedini siguran nacin da se ustanovi stvaran broj aksona je elektronska mikroskopija.
Iako smo pokusali, nismo uspjeli dobiti uzorke fetalnog ljudskog mozdanog tkiva dovoljno
visoke kvalitete za elektronsku mikroskopiju. U literaturi se navodi jedan slucaj analize ljudskog
CC-a elektronskom mikroskopijom. To je bio uzorak odraslog CC-a s postmortalnim
vremenom manjim od jedan sat. Ve¢ je taj prvi korak (dobivanje uzoraka tkiva kratkog
postmortalnog vremena) ¢esto nepremostiva zapreka za uzorke fetalnog tkiva zbog intrauterine
smrti i pocetka degradacije mozdanog tkiva.

Stoga, najblize §to mozemo do¢i kvantifikaciji aksona covjeka za sada je histologija. Prvo
smo pokusali s Holmesovom metodom srebrne impregnacije, koja se pokazala uspjeSnom na
uzorcima odraslog CC-a. Vrlo rano u istrazivanju Stakorskog CC-a u stadijima koji odgovaraju
prenatalnom periodu covjeka, smo pokazali da neurofilamenti nisu prisutni u aksonima. Upravo

su neurofilamenti strukture koje se prikazuju Holmesovom metodom.

Alternativna metoda za koju smo se odlucili je toluidinsko bojanje osmificiranog tkiva
CC-a. Ova je metoda manjkava u nekoliko aspekata i rezultati se mogu smatrati samo oglednima
1 ni u kojem slucaju definitivnima. Koji su nedostaci? Samom c¢injenicom da je ovo histoloska
metoda, ograni¢eni smo na prikaz struktura ve¢ima od 400 nm, Sto je rezolucija svjetlosnog
mikroskopa. Drugo, toludinsko bojanje nije specificno. Prikazane ¢e biti sve strukture, uz vrlo
slabu obojenost citoplazmi. Stoga Cunji¢i rasta, veci aksoni i glijalni nastavci se ne bi mogli

jasno razlikovati.
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Analizom slika elektronske mikroskopije i1 toludinom obojanih rezova CC-a Stakora,
utvrdili smo da toluidinsko bojanje ipak mozemo iskoristiti uz odredene ograde. Broj aksonalnih
elemenata je daleko nadbrojniji od glijalnih nastavaka. Aksoni i ¢unji¢i rasta su na sagitalnim
presjecima poprec¢no prerezani, dok glijalni nastavci mogu imati imati razli¢itu morfologiju,
ovisno o njihovom ulazu u razinu reza. Stoga se strukture na sagitalnim presjecima CC-a, a koje
su ovalnog do okruglog oblika, mogu smatrati aksonalnim elementima ve¢im od 400 nm u
promjeru (bilo aksonima, bilo Cunji¢ima rasta). No, uprava ta granica od 400 nm predstavlja
najveéi problem u koriStenju toluidinom obojenih osmificiranih uzoraka CC-a za odredivanje
broja aksona. Problem je da je glavnina aksonalnih elemenata manja od 400 nm, i da se najvece
razvojne promjene dogadaju upravo na toj populaciji aksonalnih elemenata. Udio zbroja aksona
vec¢ih od 400 nm i ¢unji¢a rasta u CC-u Stakora je 13,9% u stadiju P0, 16,0% u stadiju P71 12,4%
u stadiju P12. Dakle, u prosjeku oko 85% aksonalne populacije CC-a Stakora ne vidimo

toludinskim bojanjem. Kod ¢ovjeka je taj udio vjerojatno jos 1 veci (vidjeti kasnije u Raspravi).

Broj dovoljno kvalitetnih uzoraka CC-a Covjeka, koje smo uspjesno obradili za analizu
broja aksonalnih elemenata na osmificiranim preparatima obojenim toluidinom nije dovoljan za

statistiCku analizu.

Mjerenje mediosagitalne povrSine CC-a nije toliko jednostavno, koliko se na prvi
pogled ¢ini. Pomak parasagitalno dovodi do promjene njegovog oblika, Sto Cini segmentaciju i
analizu debljina CC-a neupotrebljivom. Rotacija oko dorzo-ventralne ili rostrokaudalne osi moze
uzrokoviti razliku u vrijednosti izmjerene povrsine i do 20%, §to bi onemoguéilo kvalitetnu

usporedbu medu uzorcima.
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Stoga je bilo klju¢no da mjerenja CC-a poStuju stroge kriterije (vidjeti Poglavlje IV:
Materijali i metode). U skladu s tim i rezovi na kojima smo mjerili udio GFAP pozitivnih
struktura unutar CC-a je morao postivati iste stroge kriterije. Kako smo pokazali na
parasagitalnim serijama, ne dolazi samo do promjene oblika CC-a ve¢ i do velike promjene u
broju kalozalnih septi. Zato smo posebnu pozornost obratili na izabiranje onih preparata, kojima

je rezna ploha u mediosagitalnoj ravnini.

VLB. Interpretacija rezultata istraZivanja

Nasa studija CC-a Stakora je pokazala da broj aksonalnih elemenata i povrSina
mediosagitalnog reza CC-a ne koreliraju medu sobom kroz razli¢ite dobne skupine. Odlucili smo
pregledom literature provjeriti da li je to slu€aj i sa drugim Zzivotinjskim vrstama. LaMantia i
Raki¢'? su na rezus majmunima izvr§ili analizu broja aksona u CC-u. U svom radu se nisu
posebice osvrtali na povr§inu CC-a i njezin odnos s brojem aksona, iako su prikazali vrijednosti
povrsine u radu. Kada smo usporedili dvije skupine podataka iz njihovog rada, primjetili smo da
se plato povrsine javlja u razdoblju povecanja broja aksona, $to je u skladu s nasim podacima na
Stakorima. Za razliku od toga, kod macaka je pokazano da vrijeme platoa povrSine odgovara

vremenu smanjenja ukupnog broja aksona u CC-u’.

Jedan od mogucih razloga platoa u povrSini za vrijeme promjene ukupnog broja

aksonalnih elemenata moze biti povecanje njihove gustoce.

Na naSem Stakorskom materijalu smo potvrdili da dolazi do povecéanja gustoce izmedu P7
i P12, tj. u vrijeme platoa povrsine. Pregledom rada LaMantie i Raki¢a'? smo primjetili da je u
razdoblju platoa povriine CC-a rezus majmuna gustoéa aksona najveéa (793/100um?), dok u
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razdoblju od tri tjedna nakon platoa prosjetna gustoca pada na 484/100pm?. Cini se da je kod
rezus majmuna, kao i kod Stakora, povecanje gustoce aksonalnih elemenata odgovorno za plato
povrine CC-a. Berbel i Innocenti’ su pokazali da je to slutaj i sa gustoéom aksona u ma&jem

CC-u.

Kada promatramo promjene povrsine i duljine CC-a Stakora vazno je uociti da plato
povrsine traje duze i1 nastupa ranije od platoa duljine CC-a, dok u istom razdoblju dolazi do
porasta ukupnog broja aksonalnih elemenata. Rezultati morfoloske studije na migjem CC-u®’
daje dojam da postnatalno kod misa takoder postoji plato povrSine koji nastupa oko P4 te plato
duljine koji nastupa oko P11. Ali dinamike promjene dvaju parametara nisu toliko jasne koliko
podaci na naSem Stakorskom materijalu, zbog €injenice da su u istrazivanju koristili samo jedan

uzorak po dobi, sa razlikom izmedu dobi od 0,5 do 5 dana.

Kombinacija razli¢itih dinamika promjene povrsine, duljine i ukupnog broja aksonalnih
elemenata kod Stakora nas je navelo na razmisljanje da odnos povrsine i duljine moze govoriti o
remodeliranju unutar CC-a. Sto pod time mislimo? Izmedu P7 i P12 nema razlike u povrsini
mediosagitalnog reza CC-a, ali dolazi do porasta njegove duljine. Ranija objasnjenja o
,rastezanju* CC-a pod utjecajem rasta polutki velikog mozga se ¢ine prejednostavnima i €ini se

da ne uvazavaju prirodu CC-a u razvoju.

Pokazali smo da u stadijima P7 1 P12 joS uvijek postoji znacajan udio Cunji¢a rasta u
ukupnom aksonalnom broju. Koriste¢i istraZivanja brzine rasta kalozalnih aksona u migeva> koja
navode da je prosjecna brzina rasta oko 2,5 mm/dan, i nase podatke o udjelu ¢unjica rasta, broj
aksona koji bi bio pridodan izmedu stadija P7 i P12 bio bi nekoliko puta vec¢i od broja koji je

uistinu prisutan u P12. To znaci da se u isto vrijeme mora odvijati proces povlacenja aksona,
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prisutan ve¢ u prvim postnatalnim danima. Studije su pokazale'>°, da povlate¢i aksonalni
elementi nemaju posebnu morfologiju, tj. ostaju nevidljivi i morfoloski neprepoznati na slikama
elektronske mikroskopije. Manji dio studija’®® je navelo da odredeni dio aksona imaju
mitohondrije koji izgledaju edematozni, sadrzavaju velike vakuole i elektronski gusta tjeleSca, ali
ti kriteriji nisu bili prihvaceni kao kriteriji odredivanja povlace¢ih aksonalnih elemenata. Niti mi
u nasoj studiji nismo primjetili razliku u ultrastrukturi aksona, koju bismo smatrali relevantnom u

odredivanju aksona u povlacenju.

Dakle, porast duljine uz istu povrSinu mediosagitalnog presjeka 1 uz porast broja
aksonalnih elemenata manji od onog Sto bi se oCekivalo na temelju udjela ¢unjica rasta, upucuje

na visoki stupanj remodeliranja izmedu stadija P71 P12.

Studije na kortikalnim neuronima ¢&iji aksoni prolaze kroz CC*>® su pokazale da izmedu
P0-P4 i P15 postoji promjena distribucije tijela projiciraju¢ih kalozalnih neurona unutar mozdane
kore. U prvim postnatalnim danima oni su smjesteni u dubljim slojevima (Va i Vc-VII), dok suu
stadiju P15 smjesteni u sloju I1I i sloju Va. To znaci da izmedu navedena dva razdoblja samo dio
aksona zadrZzi svoje kortikalno ishodiste (sloj Va) dok ga drugi dio promjeni (sa sloja Ve-VII na
sloj IIT). Ta promjena izvora kalozalnih aksona tijekom prva dva postnatalna tjedna savrSeno
odgovara nasoj interpretaciji promjene povrsine i duljine CC-a, kao indikatora visokog stupnja

remodeliranja.

Wise i Jones® su autoradiografskom studijom pokazali da izmedu P5 i P9 dolazi do
znaCajne promjene u distribuciji kalozalnih aksonskih zavSetaka u kontralateralnoj
somatosenzorickoj mozdanoj kori, od nezrele distribucije do distribucije jednake onoj koja je

prisutna kod odrasle jedinke. To znaci da u tom razdoblju postoji i znacajno urastanje i znacajno
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povlacenje kalozalnih aksona, koje se ocituje finim podeSavanjem raspodjele aksonskih
zavrSetaka u kontralateralnoj mozdanoj kori. Kada uzmemo u obzir duzinu puta od

2991 § brzinu rasta aksona®, jasno je da ée aksonima trebati

mediosagitalne linije do mozdane kore
oko tri do &etiri dana da prijedu mediosagitalnu liniju natrag u svoju mozdanu polutku. Sto zna¢i
da ¢e se posljedice modulacije kalozalnih zavrSetaka u mozdanoj kori vidjeti u CC-u (u smislu

promjene broja i gustoce njegovih aksonalnih elemenata) u vrijeme koje smo definirali kao

vrijeme intenzivnog remodeliranja.

S obzirom da je jedan od ciljeva nase studije bio odrediti odnos izmedu broja aksonalnih
elemenata 1 povrSine CC-a prije nastupa mijelinizacije, nismo istrazivali broj aksonalnih
elemenata nakon P12, a pokazali smo da je tada mijelinizacija tek pocela u CC-u. Na$ nalaz
pocetka mijelinizacije je u skladu s ranijom studijom™, koja po&etak mijelinizacije CC-a §takora
stavlja izmedu P10 1 P13. Usprkos tome mozemo donijeti odredene zakljucke o procesima koji
se odvijaju u periodu od P12 do P21. Druge studije’® su pokazale da je mijelinizacija prisutna
duz cijele rostro-kaudalne osi CC-a Stakora oko P22. Mi smo pokazali da taj proces pocinje u
prednjoj tre¢ini u stadiju P12. Takoder smo pokazali da povrSina 1 duljina izmedu P12 1 P21
ostaju iste. Pokazali smo i da izmedu PO i P7 stadija s jedne strane 1 P12 s druge dolazi do
porasta u gusto¢i aksonalnih elemenata. Moguce je da se to ,,zbijanje* aksona odvija i nakon P12
te da moze Ciniti protutezu mijelinizaciji u njenom utjecaju na povrSinu mediosagitalnog reza
CC-a. Druga moguc¢nost je da dolazi do pada broja aksonalnih elemenata izmedu P12 1 P21 uz
prate¢u mijelinizaciju dijela preostalih aksona. U skladu s tim razmisljanjem, o¢ekujemo da
pocetak smanjenja broja aksonalnih elemenata pocinje izmedu P12 i P21. Naravno, navedenu
hipotezu treba potvrditi studijom elektronskom mikroskopijom, koja bi ukljucivala analizu broja

aksonalnih elemenata u dobi od P21. Djelomi¢nu potvrdu toj ideji daju rezultati Juraskinog
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istrazivanja'®, koji govore o smanjenju broja aksona izmedu P15 i P60 u podru&ju splenijuma

Stakora.

Na temelju nasih podataka na $takorima te podataka istraZivanja na rezus majmunu'? i
macki’ vidljivo je da povrsina CC-a i broj aksonalnih elemenata nisu jednozna¢no povezani, veé

da je taj odnos ovisan o dobi.

Prvi korak u naSoj analizi CC-a ¢ovjeka u fetalnom razdoblju je bilo mjerenje njegove
mediosagitalne povrsSine. PovrSina prolazi specifi¢nu promjenu tijekom druge polovice trudnoce,
koja nije uo¢ena u drugih vrsta, ¢ak ni u rezus majmuna. Povrsina raste do 28.GT, potom postoji
trend pada do 35.GT nakon Cega nastavlja rasti. Da bismo utvrdili statistiCku znacajnost
promjene povrsine, grupirali smo uzorke u Cetiri dobi: 20-26 GT, 27-30 GT, 32-37 GT i 38-41
GT. Grupiranje u ove dobne skupine je opravdano sa razvojno-morfoloskog stajalista, jer su

79,83,84

ranija istraZivanja utvrdila da u tim razvojnim periodima dolazi do specifi¢nih promjena u

strukturi hemisfera velikog mozga, kojemu je CC najveci komisuralni sustav bijele tvari.

Razlika izmedu 27-30 GT i 32-37 GT nije pokazala statisticku znacajnost, ve¢ samo trend
(p=0,06). Odlucili smo se uvaziti ovaj trend kao relevantan podatak zbog postojanja ranije
studije36, koja je takoder analizirala promjenu povrSine CC-a u Covjeka. Oni su pokazali
promjenu povrsine sa njezinim maksimumom i minimumom u istim razdobljima kao i kod naseg

uzorka.

Razlog takve promjene u povrSini moze u svojoj podlozi imati nekoliko ¢imbenika.
Promjena u glijalnoj arhitektonici, promjena u broju aksonalnih elemenata ili oboje. Promjena
broja aksonalnih elemenata se moze ocitovati ili u smanjenju njihovog ukupnog broja (kao kod

macke) ili povecanjem gustoce (kao kod Stakora i majmuna). Oba procesa bi vjerojano najveci
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utjecaj ispoljila na aksonima manjeg promjera, s obzirom da oni predstavljaju najvecu populaciju

aksonalnih elemenata'?.

Jovanov-Milogevié¢ i sur.?®

su opisali postojanje prolaznih struktura u CC-u Covjeka
tijekom fetalnog razdoblja, koje su nazvali kalozalne septe. Septe nisu specifi¢ne za ljudski CC u
razvoju, ali jesu najrazvijenije kod ljudi. Bogate su glijalnim i neuralnim stani¢nim elementima i
izvanstanicnim matriksom. Zbog toga se vjeruje da imaju istu ulogu kao perikalozalne glijalne

strukture opisane u glodavaca'*?***

, a to je usmjeravanje i1 vodenje aksona u njihovom rastu
preko mediosagitalne linije. Morfoloski gledaju¢i, kalozalne septe ulaze u samo tijelo CC-a,

dijele¢i CC u slabo ogranicene snopove aksona.

S obzirom da je promjena povrSine CC-a specificna za ljude i da su kalozalne septe
najrazvijenije kod covjeka, razumno je bilo ispitati da li postoji odnos tih dviju struktura.
Analizom preparata (nacin odabira preparata je opisan u VI.A.2.) utvrdili smo da su kalozalne
septe vrlo slabo razvijene u samoj mediosagitalnoj ravnini te da glavnina GFAP pozitivnih
struktura opada na indusium griseum i subkalozalnu subventikulanru zonu. Pokazali smo da
GFAP pozitivni udio u CC-u ¢ovjeka ostaje konstantan tijekom druge polovice gestacije. Drugim
rije¢ima, glijalna arhitektonika mediosagitalne ravnine CC-a nije odgovorna za promjenu

povrsine tijekom prenatalnog razvitka CC-a covjeka.

Drugi element koji moZe utjecati na povrSinu CC-a je broj i gustoca aksonalnih

elemenata, kao S$to smo pokazali na CC-u Stakora i kao Sto su pokazala istrazivanja na

9,35

mackama™ 10,12

1 rezus majmunima  °. Kao §to smo ranije opisali, u analizi aksonalnog broja u
covjeka smo bili ogranic¢ena na histoloSke metode. Kao posljedica toga, vidljivi su nam bili samo

aksonalni elementi ve¢i od 400 nm u promjeru. Postoje ranije studije, koje su istrazivale broj i
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13,92

gusto¢u aksona u odraslom CC-u . Njihove vrijednosti gusto¢e su reda veli¢ine naSih

vrijedosti.

Nazalost, mali uzorak (pet ispitanika) i velika intrinzi¢na varijabilnost izmedu jedinki
nam onemogucuje interpretaciju podaka u kontekstu promjene s dobi. Dodatni ¢imbenik koji
sprijeCava procjenu ukupnog broja aksona na temelju broja aksonalnih elemenata ve¢ih od 400
nm, je ¢injenica da je udio aksona velikog promjera tijekom razvoja razli¢it izmedu vrsta. Na
naSem Stakorskom uzrorku smo pokazali da oko 15% aksonalnih elemenata pripada toj skupini.
Radovi na macki i1 rezus majmunu nisu dali tablicni prikaz distribucije aksonalnog promjera, ali
se iz njihovih grafi¢kih prikaza moze vidjeti da oko 10% aksona u CC-u macke’ i oko 5% aksona
u CC-u rezus majmuna'® ima promjer veéi od 400 nm. To znaéi da kako idemo od glodavaca,
preko karnivora do primata, udio najve¢ih aksona smanjuje, tijekom razdoblja povecanja
ukupnog broja aksona CC-a. Upravo zbog toga je nemoguce na temelju dosadasnjih saznanja i
naSeg istrazivanja utvrditi ukupan broj aksonalnih elemenata u CC-u Covjeka na temelju broja

aksonalnih elemenata vecéih od 400 nm.

Postoji jos jedno mogucée objasnjenje smanjenja, ili u najmanju ruku stagnacije, povrsine
CC-a Govjeka izmedu 28. i 35. GT. Kao §to je ranije opisano na 3takorima*>° i midevima®
postoje fronte rasta CC-a. Jedno od mogucih objasnjenja povecanog udjela unji¢a rasta tijekom
P7 na naSem Stakorskom materijalu bi moglo biti da smo uhvatili jednu od fronti urastajucih
kalozalnih aksona, a ne nuzno da je doslo do postupnog povecanja stope urastanja izmedu PO i
P7, kako smo opisali ranije u raspravi. U skladu s ovim slijedom razmisljanja, moguce je da je

specificna promjena povrsine CC-a Covjeka posljedica pomicanja fronte rastuc¢ih kalozalnih

aksona od mediosagitalne linije u fetalnu bijelu tvar velikog mozga. S obzirom da su ¢unji¢i rasta

84



promjerom i do nekoliko puta ve¢i od aksona, njihovo pomicanje bi moglo biti odgovorno za

promjenu povrsine.

Koji to¢no razlog lezi u pozadini promjene kalozalne povrSine mo¢i ¢emo najvjerojatnije

razjasniti jedino studijom elektronske mikroskopije na ljudskim fetalnim uzorcima CC-a.

Na temelju naSe detaljne analize glijalne arhitektonike mediosagitalne povrSine CC-a
covjeka i1 procjene broja aksonalnih elemenata histoloSkim pristupom, smatramo da je specificna

promjena povrsine CC-a ¢ovjeka posljedica promjene broja i gusto¢e aksonalnih elemenata.

VI.C. Znacenje normativnih podataka za studije patoloskih promjena i abnormalnog

razvoja srediSnjeg Zivéanog sustava

Vaznost CC-a u klini¢koj praksi se ocCituje u €injenici da su njegova povrsina 1 izgled
promjenjeni u vise od 90 klinickih sindroma, dok je vise od 50 sindroma povezano s njegovom
agenezom’ . Kao patoloska promjena od posebnog interesa se pokazalo hipoksi&no-
ishemijsko o3teéenje mozga u perinatalnom razvitku’®®’. Razlog lezi u podudaranju vremena
nastupa lezije s vremenom intenzivnih razvojnih promjena CC-a. Naime, kao S$to je slucaj s
ostalim sustavima bijele tvari velikog mozga, tako i kod CC-a rast vlakana, razdoblje ¢ekanja u
subplate zoni te zavr$no urastanje u kortikalnu plocu suprotne strane traje 1 do 2 mjeseca, s
regionalnim razlikama i po 2 tjedna®. Smatra se da u tom razdoblju dolazi do povecanja broja
aksona u CC-u, uz povlacenje onih aksona koji nisu uspjeli uspostaviti trajnu funkcionalnu vezu

s mozdanom korom suprotne strane. Ti procesi se veéinom odvijaju tijekom druge polovice

gestacije ¢ovjeka i u prvih nekoliko postnatalnih mjeseci.
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Druga polovica gestacije covjeka je takoder vrijeme u kojemu je moguée prezivljavanje
ploda po porodu, Cesto uz opsezno osteéenje srediSnjeg ziv€anog sustava. Podruc¢ja koja su
posebno osjetljiva na hipoksi¢no-ishemijsko oStecenje su periventrikularna krizanja putova, koja
su prvi opisali Judag i sur.”. Jedna od znacajki krizanja putova je bogat izvanstani¢ni matriks, §to
ukazuje da se odvija intenzivan rast aksona. Druga znacajka je da u relativno malom prostoru
sadrzavaju vlakna svih triju sustava bijele tvari (komisuralna, asocijativna i projekcijska). To je
najvjerojatniji razlog istovremenom postojanju motori¢kih, somatosenzorickih i kognitivnih

ispada u djece s lezijama periventrikularne bijele tvari’®"".

Osim periventrikularnih krizanja putova 1 kalozalne septe su bogate izvanstanicnim
matriksom 1 molekulama vodiljama. S obzirom da je sustav kalozalnih vlakana u neposrednom
kontaktu s obje stukture, i da su obje strukture najrazvijenije u drugoj polovici gestacije ¢ovjeka,
vremenu kada se odvija najintenzivnija promjena CC-a, ¢ini se da je upravo ovo razdoblje

najvece plasticnosti kalozalnog sustava.

Sve veéa stopa prezivljavanja prerano rodene djece, je za posljedicu imalo potrebu
njihovog kontinuiranog pracenja. Jedna od metoda kontrole evolucije lezija je MR mozga. Ona
nam je pruzila priliku da promatramo ucinke hipoksi¢no-ishemijskih lezija na morfologiju
mozga’ i razinu plasti¢nosti kojom sredinji Zivéani sustav poku$ava umanjiti negativne u¢inke
lezije”. Detaljnom analizom slika MR mozga prerano rodene djece u razdoblju od
novorodenacke do adolescentne dobi®"*® ustanovilo se da su tri elementa konzistentno prisutna:

smanjenje povrSine CC-a, povecanje ventrikularnog sustava i promjena intenziteta bijele tvari na

MR slikama.
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Dosada$nja istrazivanja prerano rodene djece su potvrdila povezanost morfoloSkih

romjena velikog mozga prikazom MR-om” ili ultrazvukom'®"®
promj g ga p

S promjenama u povrsini
CC-a. Takoder je pokazana povezanost segmentalnog stanjenja CC-a s rezultatima psiholoskih

testiranja’’. Jedan od problema s kojima su se suocavali je nedostatak postojanja normativnih

podataka za razvoj CC-a.

Tri znacajke CC-a pokazuju potrebu za njegovim prepoznavanjem kao kljucne strukture
u klinickim istrazivanjima hipoksi¢no-ishemijskih lezija: konzistentno stanjenje CC-a u ovoj
populaciji pacijenata’, korelacija smanjenja njegove ukupne povriine i povriine njegovih

98,100,76,77

segmenata s morfoloskim 1 psiholoSkim promjenama te kriticni period njegova razvitka

tijekom druge polovice gestacije Govjeka’**.

Stoga smatramo da rezultati nase studije predstavljaju ¢vrsti temelj za buduca istrazivanja
ne samo normalnog razvitka srediSnjeg ziv€anog sustava, ve¢ 1 za istrazivanja njegovih

patoloskih promjena.
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VII. ZAKLJUCCI

1) Odnos broja aksona i povrsine korpusa kalozuma Stakora nije jednoznacan, ve¢ je ovisan
o dobi,

2) Odnos duljine 1 povrSine korpusa kalozuma Stakora je indikator nastupa vremena
intenzivnog remodeliranja, koje se odvija izmedu P71 P12,

3) PovrSina korpusa kalozuma Covjeka u drugoj polovici gestacije pokazuje specificnu
promjenu povrsine: rast do 28. tjedna gestacije, trend smanjenja do 35. tjedna gestacije
nakon Cega slijedi nastavak rasta,

4) Specificne promjene povrSine korpusa kalozuma covjeka, navedene u tocki 3, su
najvjerojatnije izravna posljedica promjene broja i gusto¢e aksonalnih elemenata, koji u
razdoblju od 28. do 35. GT ne moraju nuzno znaciti smanjenje broja aksona, vec
pomicanje fronte rastuc¢ih aksona (tj. Cunji¢a rasta) preko mediosagitalne linije,

5) Glijjalni elementi korpusa kalozuma prisutni u mediosagitalnoj ravnini nisu znacajan
strukturni ¢imbenik koji doprinosi specificnoj promjeni povrSine opisane u tocki 3,

6) Na mediosagitalnom rezu korpusa kalozuma Covjeka nismo mogli dokazati prisutnost

stani¢nih elemenata, koji bi morfoloski odgovarali radijalnoj gliji.

Rezultati ovog istrazivanja su Cvrst temelj za buduca istrazivanja normalnog i abnormalnog

korpusa kalozuma. Nova istrazivanja ¢e morati posvetiti paznju:

1) Analizi broja i gusto¢e aksonalnih elemenata korpusa kalozuma Stakora i njihovog

odnosa s povr§inom korpusa kalozuma u razdoblju nakon nastupa mijelinizacije,
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2) Sustavnoj analizi promjene glijalne arhitektonike na parasagitalnim rezovima korpusa
kalozuma covjeka u fetalnom razdoblju, koja ukljucuje promjenu broja kalozalnih septi i
analizu radijalne glije,

3) Analizi broja aksonalnih elemenata i njihove gusto¢e u korpusu kalozumu covjeka

tijekom fetalnog razdoblja, metodom elektronske mikroskopije.
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VIII. Sazetak na hrvatskom jeziku

Korpus kalozum je najve¢i komisuralni put bijele tvari velikog mozga, koji spaja
glavninu neokortikalnih podrucja te je najrazvijeniji kod covjeka. Njegova vaznost u klini¢koj
praksi lezi u Cinjenici da se razdoblje njegovog intenzivnog razvitka poklapa s nastupom

hipoksi¢no-ishemijskih lezija prerano rodene djece.

Kod covjeka mediosagitalna povrSina korpusa kalozuma prolazi specifiénu promjenu,
koja se ocituje stankom u njegovom rastu. Pokazali smo da glijalni elementi korpusa kalozuma
ne predstavljaju znacajan strukturni ¢imbenik koji bi doprinosio navedenoj promjeni povrsine.
Smatramo da je promjena povrSine rezultat promjene broja i gustoce aksonalnih elemenata. U
razdoblju od 28. do 35. gestacijskog tjedna vjerojatni je uzrok promjene povrsine pomak fronte
rasta kalozalnih aksona preko medijalne linije. U razdoblju nakon 35. gestacijskog tjedna
promjena povrsine je vjerojatno posljedica kombinacije smanjenja broja aksonalnih elemenata uz

povecanje promjera aksona, a nakon rodena i mijelinizacije.

Na uzorcima korpusa kalozuma Stakora smo pokazali da je odnos ukupnog broja aksona
u korpusu kalozumu i njegove povrSine ovisna o dobi u razdoblju od nultog do dvanaestog
postnatalnog dana. Visoki udio Cunjica rasta upucuje da se u ovom razdoblju jo$ uvijek odvija

visoki stupanj urastanja aksona.

Smatramo da rezultati ove studije predstavljaju snazan temelj daljnjim istrazivanjima

normalnog razvitka i patologije korpusa kalozuma.
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XI. Sazetak na engleskom jeziku

Developmental changes in the midsagittal area of the corpus callosum as indicators of

perinatal growth of interhemispheric connections in humans

Corpus callosum is the biggest commissural pathway of the telencephalon, connecting the
majority of neocortical areas, hence it is most complex in the human. Its importance in clinical
research lies in the fact that the period of its most prominent development coincides with the

occurence of hypoxic-ischemic lesions in preterm-born infants.

The midsagittal area of the corpus callosum in humans goes through a specific change,
which is manifested by a pause in its growth. We have shown that the glial elements do not
represent a significant structural factor, which would contribute to the change in area of the
corpus callosum. We are convinced that the area change is a result of the change in number and
density of axonal elements. In the period between 28 and 35 gestational weeks, the most likely
cause is the translocation of the growth front from the midline. After 35 gestational weeks the
described change in area is most likely a result of a combination of axonal element number

decrease and axonal diametar increase, and additionally myelination after birth.

On rat callosal samples we showed that the relationship between axonal number and
axonal midsagittal area is age-dependant, in the period from postnatal day zero to twelve. High
proportion of growth cones in this period indicates that there is still a substantial ingrowth of

axons.

The results of this study represent a strong foundation for future research of normal

development and pathological changes of the corpus callosum.
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