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1. UvVOD

Struktura neuralne mreze kore velikoga mozga predstavlja temelj kognitivnih
potencijala, psiholoskih funkcija koje se posebno usloznjavaju tijekom evolucije sisavaca (1).
Izrazito povecanje broja neurona (Slika 1-1) 1 njihovih medusobnih veza nuzno je za pojavu
jezika, govora i matematickih vjeStina, omogucava kompleksnu modulaciju afektivnog
odgovora, otvara moguénost mentaliziranja, te u konacnici omogucava visoku razinu
kognitivne fleksibilnosti 1 radne memorije (1, 2). Medutim, cak niti eksponencijalno
povecanje broja neurona ne bi omoguéilo ovakve kognitivne pomake, a da se paralelno ne
mijenja i sam ustroj neuralne mreze. Kvantitativne promjene nisu linearne, te se najvise
povecava broj neurona u multimodalnim asocijativnim kortikalnim podru¢jima (Slika 1-2), a
pojavljuju se i nova kortikalna polja specificne citoarhitektonske grade i specificnih
funkcionalnih svojstava (3). Osim toga, u samom unutarnjem ustroju ne dolazi do linearnog
povecanja svih neuralnih elemenata, te su neki opisani samo u kori velikoga mozga covjeka
(4). Sve ovo ukazuje kako ustroj korteksa postaje kod Covjeka sustinski drugaciji od bilo koje

druge vrste.



COVJEK
fetus 20 tjedan

S RSODRASLIE
o __MIS .
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dijete 1 tjedan

Slika 1-1: Usporedba veli¢ine mozga miSa, majmuna i ¢ovjeka. Dorzalni pogled na mozak odraslog misa (A),
rhesus majmuna (A), i ljudskog mozga (B), kao i fetalnog ljudskog mozga sredinom (A) i po zavrsetku trudnoce
(B). Vidljivo je kako veli¢ina ljudskog mozga ve¢ sredinom trudnoce doseze veli¢inu odraslog mozga rhesus
majmuna. [stovremeno, odrasli mozak rhesus majmuna je otprilike stotinu puta veé¢i od mozga odraslog misa.
(B) Mozak odrasle osobe je tri do Cetiri puta veéi od mozga novorodenceta, koji ima veli¢inu mozga odrasle
¢impanze. Obrazac girifikacije mozga ljudskog novorodenceta slican je onom u odraslom mozgu. Slika
modificirana prema Hladnik, DZaja i sur. 2014, Frontiers in neuroanatomy 8:50 (107).



Slika 1-2: Slika prikazuje odrasli ljudski mozak s ozna¢enim op¢im (multimodalnim) asocijativnim podrucjima.
U covjeka ovaj tip kore predstavlja gotovo polovicu ukupne kortikalne povrsine, a koji zauzima 80% ceonog
reznja (crveno), a ostatak zauzima tjemeni i rubne dijelove sljepoocnog i zatiljnog reznja (plavo). Slika
modificirana prema Hladnik, DZaja i sur. 2014, Frontiers in neuroanatomy 8:50 (107).



1.1 Opca Klasifikacija kortikalnih neurona

Dvije su osnovne skupine neurona kore velikoga mozga: glutamatergicki ekscitacijski
i GABA-ergicki inhibicijski neuroni (5-7). Za glutamatergicke neurone se najce$ce koristi
sinonim piramidni neuroni (8-11), jer ve¢ina ima tijelo u obliku stoSca s vrthom okrenutim
prema pijalnoj povrSini te bazom okrenutom prema bijeloj tvari. Od vrha tijela polazi dendriti
koji debljinom odskace od svih ostalih i usmjeren je okomito u odnosu na pijalnu povrsinu.
Kod piramidnih neurona infragranularnih slojeva (slojevi V i VI) apikalni se dendrit najcesce
podijeli na dvije grane koje nastavljaju istim tijekom prije nego se zavr$no razgranaju kroz
slojeve I 1 II. Kod piramidnih neurona supragranularnih slojeva glavna grana se najcesce ne
dijeli, ali se takoder zavrSno razgranjuje kroz slojeve I 1 II. Od glavne grane apikalnog
dendrita, uglavnom u pocetnim dijelovima (prvih 200um), pod ostrim kutom izlaze tanke
grane, takozvani postrani¢ni — kosi dendriti. Od baze tijela izlazi nekoliko (najéesce 4-6)
priblizno simetri¢nih dendrita koji su, ovisno o laminarnom smjestaju piramidnih neurona,
usmjereni prema lateralno i dolje te se bogato razgranjuju.

Dendriti piramidnih neurona prekriveni su dendritiCkim trnovima. Akson im je
usmjeren prema bijeloj tvari i projicira se u druga podrucja kore velikoga mozga (kortiko-
kortikalne projekcije) ili druge strukture srediSnjeg ziv€anog sustava (kortiko-subkortikalne
projekcije). Neurotransmiterska svojstva (glutamat-ekscitacija), prisutnost trnova i akson koji
napusta strukturu, zapravo su svojstva koja obiljezavaju ovu populaciju neurona. Naime,
znacajan dio njih odstupa od pravilnog oblika karakteristicnog za tipi¢ni piramidni neuron te
bi ih najtocnije bilo definirati kao glutamatske/ekscitacijske trnaste projekcijske neurone.
Tako recimo populacija ovih neurona u sloju I ima apikalni dendrit koji se odmah razgrana te
stoga ima zvjezdastu dendritiCku morfologiju. Mnogi piramidni neuroni sloja V imaju
asimetricno bazalno dendriticko stablo, s jednim izrazenijim bazalnim dendritom. Apikalni
dendrit kod nekih nije toliko dominantan i ne seze do pijalne povrSine niti ima bogato
terminalno razgranjenje. U sloju V se mogu u nekim podruc¢jima uociti piramidni neuroni sa
specificnim morfoloskim svojstvima, kao §to su gigantske Betzove piramide u primarnom
motornom, Meynertove u primarnom vidnom korteksu te posebno zanimljive von Economo
stanice koje nalazimo samo u prednjem cingularnom i inzularnom podruc¢ju ¢ovjeka i nekih
covjekolikih majmuna (12, 13). U sloju VI prevladavaju trnasti projekcijski neuroni koji
nemaju stozasto tijelo, ve¢ im je tijelo bipolarnog oblika te se i prema pijalnoj povrsini i
prema bijeloj tvari proteze po jedan izrazeni dendrit. Ovdje takoder nalazimo i multipolarne

oblike trnastih neurona.



Stoga je predlozeno da se svi ovi neuroni klasificiraju kao modificirani piramidni
neuroni (14), a tu bi se ubrojio i dio piramidnih neurona koji prolazi morfolosku
transformaciju tijekom razvoja; nakon S§to poprime oblik tipi¢ne piramide, dolazi do
povlacenja apikalnog dendrita i povlacenja glavne grane aksona koji napusta korteks. Ovo se
dogada kod glutamatskih neurona koji izgraduju sloj IV (5, 15, 16). Tako ovi neuroni imaju
zvjezdasto razgranate dendrite prekrivene trnovima (eng. ,.spiny stellate cells) te nisu
projekcijski jer akson uspostavlja sinapse samo lokalno unutar dijela kore gdje su smjesteni 1
ne odlazi u bijelu tvar. Ovdje treba spomenuti da gotovo svi piramidni neuroni dodatno
posjeduju i povratne, kolateralne grane, koje se razgranjuju neposredno u susjedni korteks.
Kod nekih populacija piramidnih neurona (primjerice kod primata veliki piramidni neuroni
smjesteni u sloju IIIC) lokalno razgranjenje aksona je izrazito bogato te ¢ini i do 80% sinapsi
koje akson uspostavlja s ciljnim neuronima (8-11).

U odnosu na drugu glavnu populaciju kortikalnih neurona, koji sintetiziraju
inhibicijski neurotransmiter gamma-amino-maslac¢nu kiselinu (GABA), op¢enito se uzima da
su glutamatergicki neuroni pet do Sest puta brojniji. Ovaj omjer ovisi o podrucju 1 vrsti, a
posebno su izrazene laminarne razlike. Stoga se glutamatergicke neurone ¢esto oznacava i kao
»glavne® neurone (eng. ,,principal cells®), iako oni nisu toliko heterogena populacija kao
GABA-ergicki neuroni kojih je znacajno manje(17). Njihova heterogenost prisutna je u
nacinu projekcije aksona i uspostave veza s ciljnim neuronima te u molekularnim 1
funkcionalnim svojstvima (6, 18). U pravilu, GABA-ergi¢ki neuroni imaju akson koji se
razgranjuje samo lokalno i pristupa na susjedne kortikalne neurone te se oni za razliku od
piramidnih koji su projekcijski, definiraju kao neuroni lokalnih neuralnih krugova. Danas se
kao sinonim za kortikalne GABA-ergicke neurone uvrijeZio i termin interneuroni, iako oni ne
predstavlja u strukturnom i funkcionalnom smislu neurone ,,umetnute* u glavni neuralni krug.
To je slucaj u kraljezni¢noj mozdini gdje su vecéina inhibicijskih (GABA-ergickih i glicinskih)
neurona u svojstvu interneurona. Osim toga, manji broj kortikalnih GABA-ergickih neurona
posjeduje aksone koji ulaze u bijelu tvar (19, 20) i1 projiciraju se na udaljene kortikalne
ciljeve. Oni najve¢im dijelom potje€u iz ranih fetalnih funkcionalnih neokortikalnih krugova
(21-23).

GABA-ergi¢ki neuroni su unutarnji modulatori kortikalne aktivnosti, $to postizu
izravnom 1 neizravnom kontrolom prema razliitim receptivnim odjeljcima projekcijskih
neurona (24). Tako akson pojedinih subpopulacija GABA-ergi¢kih neurona sinapse stvara
dominantno na pocetnom dijelu aksona, takozvani akso-aksonski neuroni. Oni se zbog

specificnog izgleda aksonskog grananja cesto nazivaju i ,,stanice oblika svije¢njaka® (eng.



»chandelier cells®). Neke pak subpopulacije uspostavljaju sinapse prvenstveno na tijelu i
pocetnim dijelovima dendrita piramidnih neurona, mjestima gdje nema ekscitacijskih sinapsi,
ve¢ su gusto prekriveni samo inhibicijskim GABA-ergi¢kim sinapsama. Zavrsni splet aksona
oko tijela ima specifian izgled pa se ovi neuroni ¢esto nazivaju koSarasti neuroni (eng.
,basket cells*). Neke subpopulacije se prvenstveno projiciraju prema srediSnjim i distalnim
dijelovima dendritickog stabla piramidnih neurona, mjestima gdje dominiraju ekscitacijske
glutamatske sinapse koje se vefinom nalaze na dendritickim trnovima koje GABA-ergicki
neuroni u pravilu ne inerviraju.

Subpopulacije GABA-ergi¢kih neurona koje se projiciraju na dendrite piramida cesto
pokazuju specificnu morfologiju dendritickog 1 aksonskog stabla na temelju koje ih
klasificiramo. Tako se dendriti nekih neurona granaju kolumnarno jednim stablom kroz
supragranularne, a drugim kroz infragranularne slojeve. Stoga ih nazivamo bipolarno
razgranate stanice tj. stanice s dva Cuperka, eng. ,bitufted cells”, gdje posebnu vrstu Cine
stanice kojima se 1 akson razgranjuje na takav nacin, eng. ,,double bouquet. Double bouquet
neurone prvo je opisao Ramon Cajal u ljudskom korteksu (25), a potom su pronadeni i u
korteksu majmuna, gdje su prozvani ,,stanice sa aksonom nalik na konjski rep* (26). Neke
subpopulacije imaju dendriticko razgranjenje koje nalikuje razgranjenju glije, pa ih nazivamo
neurogliaformne stanice (6). Dio kortikalnih GABA-ergickih neurona se isklju¢ivo projicira
na druge GABA-ergicke neurone. Ovdje treba uociti kako je konacan uc¢inak ovih neurona na
piramide zapravo disinhibicija, Sto je razli¢ito od GABA-ergickih neurona koji piramide

kontaktiraju izravno (27).

1.2 Klasifikacija GABA-ergic¢kih neurona

Osnovna podjela GABA-ergickih neurona temelji se na projekciji njihovih aksona (17,
28), ali se oni dalje klasificiraju u podskupine na temelju svojih vrlo heterogenih
elektrofizioloSkih svojstava (6, 16, 29). Heterogenost je prisutna i u ekspresiji molekularnih
biljega. Klasifikacija na temelju ekspresije odredenih molekularnih biljega je s druge strane
vrlo korisna jer omogucava jednostavan nacin analize regionalnih i laminarnih razlika u
distribuciji 1 porijeklu, ukljucujuéi i1 velike razlike do kojih dolazi tijekom evolucije. Visoka
razina ekspresije jednog od tri kalcij-vezu¢ih proteina (CaBP), parvalbumina (PV),
kalbindina (CB) te kalretinina (CR) karakteristicna je samo za kortikalne GABA-ergicke
neurone (Slika 1-3). Vise od 80% ovih neurona ima visok stupanj ekspresije jednog od

navedeni kalcij-vezucih proteina, bez veceg preklapanja izmedu populacija. Ovo navedene



kalcij vezuce proteine Cini prikladnim za identifikaciju glavnih subpopulacija kortikalnih
GABA-ergickih neurona (30-38). Pokazalo se da gotovo svi neuroni koji izraZzavaju kalbindin
takoder izrazavaju i neuropeptid somatostatin (SOM). Somatostatin je prisutan u ve¢em broju
neurona, jer priblizno jedna tre¢ina stanica pozitivnih na somatostatin nema prepoznatljivu
ekspresiju kalbindina (31, 33, 39, 40). Somatostatinski neuroni predstavljaju dakle Siru
populaciju kortikalnih GABA-ergi¢kih neurona koja takoder ukljucuje neurone s visokom
razinom sintetaze duSicnog monoksida (nNOS) te neurone pozitivne na neuropeptid Y (NPY),
od kojih je ve¢ina negativna na kalbindin. Ekspresija somatostatina se uglavnom ne nalazi u
neuronima koji izrazavaju parvalbumin ili kalretinin. Stoga je somatostatin bolje koristiti kod
molekularnog obiljezavanja jer obuhvaca ve¢i dio spektra GABA-ergickih neurona, te se
ukljuc¢ivanjem somatostatina obiljeZzava vise od 90% populacije kortikalnih GABA-ergickih
neurona (Slika 1-4).

Izmedu navedenih molekularnih biljega i projekcija aksona postoji dobra korelacija.
Tako velik dio populacije neurona koji izrazavaju parvalbumin akson projicira prema tijelu
neurona i proksimalnim dendritima, ali i na inicijalni segment aksona. Neuroni koji izrazavaju
kalretinin ve¢inom stvaraju sinapse na proksimalnim, a somatostatinski ve¢inom na distalnim
dijelovima dendriti¢kog stabla piramidnih neurona.

Ovakva podjela 1 korelacija je vrlo okvirna, s obzirom na postojanje regionalnih i
laminarnih razlika te razlika izmedu razli¢itih vrsta. Medutim, ova klasifikacija ne uzima u
obzir elektrofizioloSka svojstva neurona koja su izrazito kompleksna i ne koreliraju jasno s
klasifikacijom subpopulacija na osnovi molekularnih i aksonskih svojstava.

Najvec¢i dio istrazivanja o svojstvima, distribuciji 1 porijeklu GABA-ergi¢kih neurona
proveden je na miSevima i Stakorima. Kod glodavaca su najbrojniji neuroni koji izrazavaju
parvalbumin s priblizno 40%, slijede somatostatinski s priblizno 30%, a najmanje brojni su
kalretininski neuroni s priblizno 25% udjela u populaciji GABA-ergi¢kih neurona (35, 37,
38). Dio kalretininskih neurona istovremeno izrazava i1 vazoaktivni-intestinalni-polipeptid
(VIP)(41) ili reelin (Slika 1-4A). Ipak, neki neuroni izrazavaju samo VIP ili reelin te oni
najvjerojatnije ¢ine 5-10% ukupne populacije GABA-ergickih neurona, $to odgovara postotku
kojega ne obiljezava niti jedan od tri glavna markera (36, 41). Novi podaci pokazali su kako
oko 30% GABA-ergi¢kih neurona izraZava membranski ionotropni receptor za serotonin —
5HT3a te da to obuhvaca sve neurone koji izrazavaju kalretinin, VIP i reelin. Ukoliko bi se to
pokazalo primjenjivim na sva kortikalna podrucja i druge Zivotinjske vrste, svi GABA-ergicki
neuroni mogli bi se identificirati na temelju ekspresije jedne od tri molekule: SHT3a

receptora, parvalbumina 1 somatostatina (42).
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Slika 1-4: Udio glavnih molekularnih subpopulacija unutar cjelokupne populacije kortikalnih GABA-ergickih
neurona u glodavaca (A) te usporedba udjela pojedinih subpopulacija kortikalnih GABA-ergickih neurona
unutar cjelokupne neuralne populacije izmedu Stakora i primata (B). (A) Shema pokazuje udio pojedinih
subpopulacija GABA-ergickih neurona, gdje je primjetno kako pravalbuminski, somatostatinski te kalretininski
interneuroni predstavljaju vise od 90% cjelokupne populacije, bez znacajnog preklapanja. (B) Shema pokazuje
50%-tni porast udjela kortikalnih GABA-ergickih neurona izmedu glodavaca (16%) i primata (24%), Sto je
najve¢im dijelom odraz trostrukog povecanja kalretininske populacije (prikazana crvenom bojom — rast s 4%
kod glodavaca na 12% od ukupnog broja neurona kod primata). Slika modificirana prema Hladnik, DZaja i sur.

2014, Frontiers in neuroanatomy 8:50 (107).




Brojne su studije provedene u razli¢itih vrsta analizirajuci udio i laminarnu distribuciju
molekularno definiranih populacija GABA-ergickih neurona (19, 30-35, 37-39, 43-51). Zbog
razli¢itih metodoloskih pristupa, teSko je usporedivati rezultate ovih studija i stvoriti
nedvosmisleni zakljucak o postojanju regionalnih i laminarnih razlika unutar jedne vrste ili o
razlikama izmedu vrsta (36). PokuSaj da se stvori jedan op¢i zakljucak o udjelu pojedinih
subpopulacija kortikalnih GABA-ergickih neurona izmedu razli¢itih funkcionalnih podrucja,
ili op¢i zakljucak o tendenciji evolucijskog pomaka izmedu vrsta, predstavljalo bi pretjerano
pojednostavljivanje.

Ipak, rezultati studija koje su analizirale veci broj regija (34, 38) ukazuju na visoku
konzistenciju u proporciji 1 laminarnoj distribuciji razli¢itih subpopulacija GABA-ergickih
neurona. Cini se da je ¢ak i glavni obrazac laminarne i regionalne distribucije visoko ouvan
kroz evoluciju sisavaca, ali bez proporcionalnog povecanja svih subpopulacija.

Vecina studija provedenih na glodavcima pokazuje kako GABA-ergicki neuroni
predstavljaju manje od 20% kortikalnih neurona (34, 44, 45, 47, 48, 52-56). Od tri glavne
molekularno definirane populacije, najbrojnija populacija su parvalbuminski neuroni, dok su
kalretininski najmalobrojniji (31, 33, 35, 37, 47). Za razliku od toga, kod ¢ovjeka kalretiniski
neuroni postaju najbrojnija populacija te na njih otpada gotovo polovica od ukupnog broja
kortikalnih GABA-ergickih neurona (32, 46, 49, 57-63). Multimodalna asocijativna
kortikalna polja kod ovjeka predstavljaju gotovo 50% neokortikalne povrsine (Slika 1-2), Sto
treba napomenuti jer neki istrazivaci zastupaju misljenje o dramati¢nom povecanju udjela
kalretininskih neurona upravo u ovim podrucjima.

Tijekom evolucije sisavaca porast u broju GABA-ergickih neurona vec¢i je nego za
piramidne neurone, pa tako u primata udio raste iznad 20% (43, 46, 64-69). U prosjeku se
proporcija GABA-ergickih neurona povecava za priblizno 50% usporedujuéi glodavce i
primate (kod Stakora je udio ~16%, a u primata ~24%) (Slika 1-4B). Broj parvalbuminskih i
somatostatinskih neurona uglavnom raste linearno s pove¢anjem ukupnog broja neurona tako
da je njihova proporcija izmedu 5-7% 1 u glodavaca, 1 u primata. To ukazuje kako je porast u
proporciji GABA-ergickih neurona prvenstveno posljedica eksponencijalnog porasta u broju
kalretininskih neurona. Tako udio kalretininskih u ukupnoj populaciji neurona raste s
priblizno 4% u glodavaca na priblizno 12% u primata. Za pretpostaviti je kako ovakav
disproporcionalan porast jedne subpopulacije inhibitornih neurona mora dovesti do sustinskih
promjena u organizaciji neuralne mreze i nafinima procesiranja signala (36). Funkcionalna

korelacija izmedu porasta proporcije kalretininskih neurona, posebice u asocijativnim
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podrucjima korteksa Covjeka, s izrazitim povecanjem kognitivnih sposobnosti je izrazito
spekulativna, ali 1 ocita (70).

Za vecinu neuroloskih i psihijatrijskih poremecaja se smatra da dolazi do promjena u
organizacije GABA-ergicke mreze (71-75). Brojni neuropsihijatrijski poremecaji i bolesti,
poput shizofrenije 1 autizma, pogadaju samo ljudsku vrstu, a 1 oni koji su zajednicki za vecinu
sisavaca, npr. epilepsija (76-79), ima u covjeka specificnu i kompleksniju simptomatologiju.
Upravo zbog uloge kortikalnog GABA-ergi¢kog sustava u etiopatogenezi ovih poremecaja
vazno je razumjeti specifi¢na svojstva njegove organizacije, posebno u onim dijelovima gdje
su prisutne velike razlike izmedu Covjeka i drugih vrsta, Sto je sluCaj s populacijom

kalretininskih neurona.

1.3 Promjene u organizaciji neuralne mreze kore velikoga mozga u primata

Piramidni supragranularni neuroni isklju¢ivo se projiciraju u druge dijelove kore
velikoga mozga (3, 80-83), od kojih jedan manji dio pruza ¢ak i paralelne projekcije prema
nekoliko kortikalnih polja (84, 85). To je posebno karakteristicno za velike piramide dubokog
dijela sloja III (ITIIC) asocijativnih podrucja (Slika 1-5), $to se poklapa s eksperimentalnim
rezultatima na prefrontalnom korteksu makaki majmuna koji su ove neurone identificirali kao
klju€ne u procesuiranju radne memorije i drugih sloZenih kognitivnih funkcija (86-88). Uz to,
selektivno oSte¢enje velikih piramidnih neurona sloja IIIC korelira sa propadanjem visih
kognitivnih funkcija kod starenja, Alzheimerove bolesti i shizofrenije (3, 89-95).

Razvojne studije su pokazale kako se magnocelularnost sloja III asocijativnih podrucja
pojavljuje tijekom ranog djetinjstva u razdoblju kada i broj sinapsi doseZze maksimalne
vrijednosti te dolazi do pojave slozenih kognitivnih funkcija karakteristicnih za covjeka (96,
97). Sve ovo pokazuje da su veliki piramidni neuroni dubokih dijelova sloja III (ITIC), koji su
posebno izrazeni u multimodalnim asocijativnim podru¢jima (Slika 1-5), glavni integrativni
elementni kortiko-kortikalnog sustava te se mogu funkcionalno definirati kao asocijativni
neuroni (96, 98).

Aksoni supragranularnih piramidnih neurona prefrontalnog korteksa u primata pruzaju
velik broj izdanaka paralelnih s pijalnom povr§inom, koji se okomito odvajaju od glavne
grane. Oni tvore gustu mreZu horizontalnih intrakortikalnih aksona koji se protezu i1 do
nekoliko milimetara od tijela, granaju¢i se svojim terminalnim ograncima u pravilnom
kolumnarnom (vertikalnom) rasporedu kroz slojeve II i III. Tako asocijativni neuroni sloja

IIIC priblizno 80% sinapsi stvaraju lokalno u podrucju gdje su smjesteni (99).
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Ovakva organizacija lokalnih intrakortikalnih veza kod kortiko-kortikalnih
projekcijskih neurona u primata ukazuje na znacajnu filogenetsku reorganizaciju neuralne
mreze. Tijekom evolucije mozga Covjeka dolazi do povecanja broja, ali i Sirine prostora
izmedu kortikalnih minikolumni. Povecavanje ovog prostora posebno je izraZzeno u
prefrontalnom korteksu, Sto ukazuje na dramati¢no povecanje inter-kolumnarne interakcije
(83, 100). Ono $to dodatno izdvaja prefrontalni korteks su izrazito bogate 1 guste veze s
drugim asocijativnim podrucjima, koje su znacajno brojnije ¢ak i u usporedbi s drugim
multimodalnim asocijativnim poljima (101). Stupanj 1 wucinkovitost intra-arealnog
procesuiranja u prefrontalnom korteksu i inter-arealne integracije prema drugim podruc¢jima
utjeCe na ukupnu razinu kortikalnog procesiranja, Sto se posljedicno odrazava na razinu
kognitivnih sposobnosti pojedinca (102). S obzirom na organizaciju aferentnih 1 eferentnih
veza piramidnih neurona supragranularnih slojeva prefrontalnog korteksa primata (103, 104),
moze se zakljuciti kako je razvoj i slozenost veza asocijativnih neurona sloja III klju¢na u
povecaju ucinkovitosti kortiko-kortikalnog procesiranja (105, 106).

Navedeni podaci o organizaciji veza kortikalnih piramidnih neurona jasno pokazuju da
u primata dolazi ne samo do kvantitativnog povecanja, ve¢ i do velikih promjena u nacinu
organizacije kortiko-kortikalnih i ekscitacijskih intra-kortikalnih veza. Moze se pretpostaviti
da ovakva sustinska reorganizacija ne¢e dovesti do ucinkovitog procesuiranja, ukoliko se
ustroj GABA-ergi¢ke mreze ne prilagodi promjenama na piramidnim neuronima (Slika 1-6).

Kao prvi korak u razumijevanju promjena kortikalnog GABA-ergickog sustava kod
covjeka je komparativna analiza distribucije i proporcije subpopulacija neurona kod razli¢itih
zivotinjskih vrsta (Tablica 1-1). U prethodnom poglavlju spomenuto je kako postoje
ograni¢enja u oblikovanju nedvosmislenog zaklju¢ka o postojanju regionalnih i laminarnih
razlika unutar jedne vrste ili o razlikama izmedu vrsta (36). No s druge strane podaci ukazuju
kako unutar pojedine vrste ne postoje dramati¢ne arealne razlike u proporciji i laminarnoj
distribuciji razlicitih subpopulacija GABA-ergickih neurona (34, 38) te da je op¢i obrazac
distribucije o€uvan izmedu razlicitih vrsta sisavaca.

Takoder je ve¢ spomenuto da se usporedbom rezultata u malih eksperimentalnih
glodavaca s rezultatima u primata pokazuje poveéanje proporcije GABA-ergi¢kih neurona od
najmanje 30% te da je ono najvjerojatnije 1 vece (~50%). U vecini studija je pokazano kako se
proporcija GABA-ergickih neurona u Stakora i miSa krece izmedu 14-16% od ukupne
populacije neurona, a kod majmuna i ¢ovjeka ona uglavnom iznosi vise od 20% (20-29%).

Podaci ukazuju da je ovaj porast udjela GABA-ergickih neurona primarno vezan uz

povecanje proporcije kalretininskih neurona, ¢emu u prilog govore 1 podaci o povecanju
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kaudalnog dijela ganglijskog brezuljka (koji je izvor kalretininskih neurona) i stvaranja
kalretininskih neurona u kortikalnim proliferativnim zonama kod primata (107-109). U
glodavaca se proporcija kalretininskih neurona u ukupnoj populaciji GABA-ergickih stanica
kre¢e od 16-18%, dok u primata ta proporcija doseze u pojedinim regijama 35-40%. Najveca
proporcija GABA-ergickih neurona opisana je za slojeve II 1 III asocijativne kore sljepoocnog
reznja, gdje oni Cine oko 1/3 ukupne populacije neurona te gotovo polovica otpada na
kalretininske neurone (46).

Jedna novija studija (41) pokazala je da su u majmuna i ¢ovjeka kalretininski neuroni
dvostruko brojniji u ¢eonom i tjemenom podrucju u usporedbi s ostalim dijelovima mozga,
Sto pokazuje da njihov broj eksponencijalno raste upravo u multimodalnim asocijativnim
podru¢jima primata. Podaci o filogenetskim promjenama u organizaciji GABA-ergicke
neuralne mreze ukazuju na vaznost povecanja udjela kalretininskih neurona koji ocigledno
dobro korelira s promjenama u organizaciji veza piramidnih neurona supragranularnih slojeva

multimodalnih kortikalnih polja.

1.4 Funkcionalna svojstva kalretininskih neurona

Razina povecéanja broja neurona i kortikalnih kolumni do kojeg je doslo u kori velikog
mozga covjeka zahtjeva daleko kompleksniju intra-arealnu i inter-arealnu integraciju. To je
potrebno kako bi kvantitativno povecanje pratio 1 odgovarajuci funkcionalni pomak i ostvarilo
sloZenije procesuiranje informacija (106, 110). Pojava asocijativnih neurona (5, 8, 9) dovodi
do znaCajne promjene u ustroju neuralnih krugova te omoguduje primatima viSu razinu
integracije unutar neuralne mreze (105). Uz to, kod primata u usporedbi s glodavcima,
paralelno s povecanjem broja kortiko-kortikalnih neurona dolazi i do supralinearnog
povecanja broja kalretininskih neurona. Namece se pitanje kako to mijenja strukturu neuralne
mreze. Izravne zakljucke nije mogucée dobiti, ali bi se na osnovi funkcionalnih svojstava
razli¢itth vrsta kalretininskih neurona mogla napraviti simulacija o promjenama
elektrofizioloskih svojstava neuralne mreze.

U glodavaca na osnovi elektrofizioloskih svojstava definiramo dvije glavne vrste
kalretininskih neurona: akomodiraju¢i i ne-adaptirajuci/ne-brzo okidaju¢i (eng ,non-
adapting/non-fast spiking*) neuroni (16, 27, 111). Ove elektrofizioloske vrste koreliraju s
ekspresijom membranskih proteina reguliranih naponom (16), koji ¢ine tzv. kalretininsku

skupinu proteina (112, 113).
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Slika 1-6A: Organizacija aferentnih projekcija prema dominantnim mjestima pristupanja na piramidni neuron
sloja III. Izvori inhibicije prikazani su lijevo, a ekscitacije desno. Na bazalne dendrite koji su usmjereni
horizontalno i prema dolje, od distalno prema proksimalno pristupaju prvo aksoni od talamickih unimodalnih
jezgara, aksoni trnastih zvjezdastih neurona (na kojima je glavnina sinapsi od aksona unimodalnih talamickih
jezgara), te lokalne projekcije susjednih piramidnih neurona. Istovremeno, bazalne dendrite inhibiraju
Martinottijeve stanice te stanice s dva ¢uperka (,,double bouquet™). Na tijelu piramide nalaze se samo inhibitorne
sinapse, koje primarno dolaze od nekoliko vrsta kosarastih interneurona. Ekscitacija u podrudju apikalnog
dendrita dolazi od drugih piramidnih neurona slojeva II i III te multimodalnih talamickih jezgara (npr.
pulvinara). Apikalni dendrit inhibiraju bipolarni interneuroni, stanice sa dva cuperka (,bitufted”) te
neurogliaformne stanice. Stanice s dva Cuperka pripadaju u dvije molekularne skupine, one koje izrazavaju
kalretinin (CR) 1 vazo-intestinalni peptid (VIP), te one koje izrazavaju somatostatnin (SOM). Kod
neurogliaformnih neurona otpustanje GABA-e vezano je prvenstveno uz volumnu transmisiju, a samo manji dio
se sinapticki otpusta u distalnom dijelu apikalnog dendrita. Ekscitacija u podrudju terminalnog razgranjenja
apikalnog dendrita dolazi od povratnih (,,feedback®) aksona iz drugih kortikalnih polja, neurona talamickog
matriksa te multimodalnih talamickih jezgara. Na ovom dijelu glavni izvor inhibicije su Martinottijeve stanice.
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Slika 1-6B: Prikaz funkcionalne povezanost GABA-ergickih interneurona koji reguliraju aktivnost piramidnog
neurona. Interneuroni koji sadrze istovremeno kalretinin (CR) i vazointestinalni peptid (VIP) rade inhibiciju
proksimalnih dijelova bazalnog i apikalnog dendritickog stabla. Istovremeno, oni inhibiraju Martinottijeve i
stanice s dva Cuperka pozitivne na somatostatin. To dovodi do disinhibicije u podru¢ju distalnog dendritickog
stabla i istovremeno do porasta aktivnosti koSarastih neurona pozitivnih na parvalbumin. Na taj nadin raste
frekvencija inhibitornih postsinaptic¢kih potencijala na razini tijela.

Kalretiniski neuroni su na ovoj shemi prikazani kao da istovremeno sadrze i vazoaktivni intestinalni polipeptid
(VIP), jer u infragranularnim slojevima (V i VI) glodavaca ¢ak 90% kalretininskih neurona izrazava VIP (40). U
supragranularnim slojevima (II i III) ovaj postotak je oko 70% . U populaciji VIP neurona 60% izrazava i
kalretinin. U primata je pokazano kako je ve¢ina VIP neurona pozitivna kalretinin (41).Ovo je znacajno jer se u
elektrofizioloskim studijama VIP Cesto koristi kao biljeg interneurona.

17



Na temelju morfoloskih svojstava aksona (Slika 1-6), razlikujemo tri osnovne skupine
kalretininskih neurona: (a) prvu ¢ini posebna podvrsta stanica s dva ¢uperka (eng. ,,double
bouquet cells*) s vertikalno orijentiranim aksonima koji vefinom pristupaju na bazalne
dendrite piramida (114, 115); (b) bipolarne neurone koji Salju aksone na proksimalni dio
apikalnog dendrita (116); t (c) stanice s dva Cuperka (eng. ,,bitufted cells*) koje se projiciraju
na srednji dio apikalnog dendrita piramidnih neurona (117).

Stoga kalretininski neuroni vrSe izravnu inhibiciju proksimalnog dijela apikalnih i
bazalnih dendrita (118), ali ih kontaktiraju samo s manjim dijelom (~10%) svojih sinapsi (27).
No, kalretininski neuroni su izvor obilnih sinaptickih projekcija na somatostatinske neurone
(119) 1 druge okolne kalretininske neurone (27). Spomenuti somatostatinski neuroni su pak
izvor izravnih inhibicijskih sinapti¢kih veza s apikalnim i bazalnim dendritima piramida (117,
120) te susjednim parvalbuminskim neuronima (119).

Parvalbuminski neuroni su veéinom koSaraste (,,basket”) stanice koje vrSe snaznu
inhibiciju tijela piramidnih stanica (16, 119). Optogenetska aktivacija brzo-okidajucih (,,fast
spiking®) parvalbuminskih neurona inducira gamma oscilacije u okolnim piramidama (121,
122), dok bi bez aktivnosti parvalbuminskih stanica piramide nastavile nesinhrono okidanje
(123).

Drugim rijecima, parvalbuminski koSarasti neuroni dovode do ,resetiranja® u fazi
svojih ciljnih piramida pomocu hiperpolarizacije, nakon koje se u piramidnim neuronima
dogada povratna, kratkotrajna depolarizacija i1 sinhrono okidanje (124). Uklanjanje
inhibitornog utjecaja nad parvalbuminskim koSarastim neuronima produzuje njihovo
djelovanje na piramide (125). Upravo bi ovo mogla biti jedna od bitnih funkcija kalretininskih
neurona. Blokiranjem somatostatinskih neurona (119, 126), kalretininski neuroni bi mogli
kreirati vremenski prozor disinhibicije nad parvalbuminskim koSarastim neuronima, ¢ime bi
njihov ucinak nad piramidama bio dugotrajniji i osiguravao duze periode sinhronizacije u
domeni gamma oscilacija.

Ukupno promatrajuci, ova funkcionalno povezana skupina stanica — kalretininski
neuroni, njihovi ciljni somatostatinski neuroni, parvalbuminski neuroni te njihove ciljne
piramide zajedno ¢ine neuralni sklop (,,neural assembly*) (127, 128). Funkcionalno gledano,
prednost neuralnog sklopa je da s velikom ucinkovitos¢u (odnosno velikom vjerojatnoscu)
moze aktivirati svoje sinapticke ciljeve, a to uspijeva zbog sinhrone aktivnosti svojih piramida
(129, 130). Vaznost interneurona jest u tome Sto su potrebni za medusobno odvajanje i
odrzavanje aktivnosti te uspostavu vremenskog obrasca aktivacije pojedinih neuralnih

sklopova (128).
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Moze se pretpostaviti kako je uloga povecane proporcije kalretininskih neurona ovisna
o kriteriju njihove teritorijalne ekskluzivnosti, odnosno o njihovom razvojnom pozicioniranju
prema ciljevima u usporedbi s drugim kalretininskim interneuronima. Ako ovi, u evoluciji
novo dodani kalretininski neuroni, ne pokazuju teritorijalnu ekskluzivnost, odnosno sinapticki
se projiciraju na neurone koji ve¢ primaju projekcije iz drugih kalretininskih neurona, onda se
novo dodani kalretininski neuroni ukljucuju u ve¢ postojece neuralne sklopove. Na taj nacin
uspostavljaju sinapse sa somatostatinskim neuronima s kojima su se ve¢ neki drugi
kalretininski sinapticki povezali. Rezultat toga bio bi povecani broj kalretininskih neurona po
sklopu, dok se broj piramida unutar sklopa ne bi promijenio, §to bi dovelo do potentnijeg
ucinka kalretininske populacije na piramide. Medutim, u obrnutom sluc¢aju, ako su
kalretininski neuroni donekle teritorijalno iskljucivi, odnosno tek ih se nekoliko povezuje sa
sinaptickim ciljem, novo dodani kalretininski neuroni dovest ¢e do vece funkcionalne
segmentacije skupa piramidnih neurona stvarajuc¢i veci broj malih sklopova, §to je mehanizam
nastanka vece razine paralelnog procesiranja. Veci opseg paralelnog procesiranja, utjelovljen
u vecem broju malih neuralnih sklopova, mogao bi dovesti do eksponencijalnog rasta u
kapacitetu memorije neokortikalne mreZze.

Dostupne studije sugeriraju da je evolucijski put kortiko-kortikalne mreze primata
ukljuc¢ivao ekspanziju u dva smjera. Prvo, doSlo je do povecanja kortiko-kortikalne
povezanosti izmedu piramidnih neurona slojeva II 1 III, $to je mehanizam koji vodi vecem
opsegu inter-arealnog procesiranja. Drugo, povecao se udio kalretininskih GABA-ergickih
neurona u ukupnoj neuronskoj populaciji, §to bi bio mehanizam za poveéanje sinhronosti te
porast paralelnog procesiranja izmedu kortikalnih polja.

Otvoreno pitanje jest koja je to populacija kalretininskih neurona koja se pojavljuje
kao skok u proporciji — jesu li to isti neuroni kao i kod glodavaca koji su zbog veceg broja
inicijalnih dioba u stadiju mati¢nih stanice doveli do povecanja broja kalretiniskih neurona
koja se pozicionira u korteks. Druga mogucnost je da su se pojavile neke nove populacije
kalretininskih neurona, molekularno i/ili funkcionalno razli¢ite od populacija u korteksu

glodavaca.
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1.5 Funkcionalna i strukturna obiljeZja prefrontalnog korteksa u primata i

homologna podrucdja kod Stakora

Prefrontalni korteks (Slika 1-2), koji se funkcionalno naziva "frontalni asocijacijski
korteks" je podrucje kore mozga (Slika 1-7) koje procesuira najslozenije kognitivne funkcije
(85, 131-138). Citoarhitektonski naziv, "frontalni granularni korteks", oznacCava osnovnu
razliku u odnosu na straznje dijelove frontalnog reznja, polje 4 - primarni motorni korteks 1
polje 6 premotorni i suplementarni motorni korteks. Ove dijelove frontalnog reznja
karakterizira agranularnost, odnosno nemogucnost da se jasno definira sloj I'V.

Granularni dio frontalnog reznja nije jedinstvena funkcionalna cjelina, pa se ugrubo
moze podijeliti na (Slika 1-8): 1) polje 8, podrucje koje bi se funkcionalno trebalo
karakterizirati kao premotoricko podrucje, obzirom da je zaduzeno za konjugirane pokrete
ociju, 2) polja 44 1 45, Brocino govorno podrucje, koje se u Sirem funkcionalnom smislu rijeci
takoder moze ubrojiti u premotorna podrucja, 3) polja 11, 12, 13, 14, 47, odnosno
orbitofrontalno podrucje, koje se funkcionalno moze klasificirati kao dio limbi¢kog sustava
jer ima glavnu ulogu u kognitivnoj regulaciji emotivnog odgovora; 4) polje 32 koje je
funkcionalno vezano uz prednji dio cingularne vijuge (polja 24 i 25) pa se Cesto zajednicki
ova polja definiraju kao medijalni dio prefrontalnog korteksa s ulogom u procesuiranju
motivacijske komponente izvrSnih funkcija te 5) polja 9, 10, 46, koja predstavljaju
dorzolateralni dio prefrontalnog korteksa i klju¢na su u procesuiranju radne memorije i preko
eferentnih projekcija prema bazalnim ganglijima pokre¢u motorni odgovor kod izvr$nih
funkcija vezanih uz najslozenije kognitivne zadatke.

U citoarhitektonskom smislu prefrontalni korteks zapravo obiljeZzava ,,dominacija*
supragranularnih slojeva (II i III) koje izgraduju neuroni s kortikalnim projekcijama (Slika 1-
5A). U nekim dijelovima debljina ovih slojeva i dvostruko je veca od infragranularnih (slojevi
V 1 VI). U vecini prefrontalnih kortikalnih polja sloj III se jasno moze raspodijeliti na tri
podsloja, gdje sloj IIIC sadrzi najvece 1 najrazgranatije neurone promatrajuci kroz sve slojeve.
Veli¢ina ovih neurona posebno je dominantna u nekim poljima prefrontalnog korteksa
(primjerice polja 44 i 45) usporedujudi ih s poljima u drugim reznjevima te stoga govorimo o

magnocelularnosti (magnopiramidalnosti) sloja III (131).
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Slika 1-7: Slika prikazuje citoarhitektonsku parcelaciju kore velikoga mozga na polja prema Brodmannu,
usporedujuci ¢ovjeka (lijevo) i makaki majmuna (desno) (133, 139).
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Definicija prema projekciji iz mediodorzalne talamicke jezgre jedina jasno definira
ovaj dio kao kompaktnu cjelinu (134), gdje po tom kriteriju u prefrontalni korteks spada i
prednji dio cingularne vijuge. Medutim, topografska distribucija projekcija iz razliitih
strukturno-funkcionalnih cjelina mediodorzalne jezgre vrlo je pravilno ograni¢ena unutar
prefrontalnih kortikalnih polja, tako da se 1 prema tome moZze nazrijeti funkcionalna razliCitost
(Slika 1-9).

To posebno jasno razlikuje dorzalne i lateralne dijelove (polja 8, 9, 10, 44, 45, 46) koji
imaju projekcije s lateralnim dijelovima mediodorzalne jezgre, dok su orbitalni i medijalni
dijelovi (polja 11, 12, 13, 14, 32, 47) povezani s medijalnim dijelovima jezgre. Ovakva gruba
podjela prefrontalnog korteksa prema projekcijama iz mediodorzalne talamicke jezgre moze
se preslikati 1 na razlike koje postoje i u drugim projekcijama (101).

Veze s talamusom su recipro¢ne, te podjednako obimne u svim dijelovima
prefrontalnog korteksa. Povratne talamicke projekcije dio su glavnog izlaznog puta
prefrontalnog korteksa, a to su projekcije prema bazalnim ganglijima. Projekcije u bazalne
ganglije su takoder razli¢ito topografski organizirane; dorzalni i lateralni dijelovi korteksa
projiciraju se u dorzalne (,kognitivne™) dijelove kaudatusa i putamena, dok orbitalni i
medijalni projekcije Salju u ventralne (,,limbicke*) dijelove, prvenstveno nukleus akumbens
(slika 1-9). Znacajna razlika postoji 1 u projekcijama koje primaju razliciti dijelovi
mediodorzalne talamicke jezgre; tako lateralni dijelovi mediodorzalne jezgre primaju
projekcije iz cerebeluma, ¢ime se zatvara krug gdje su informacije iz dorzalnih i lateralnih
dijelova prefrontalnog korteksa preko projekcija u jezgre ponsa (te gornje kolikule i
retikularnu formaciju) bile proslijedene u mali mozak. Projekcije iz orbitalnih 1 medijalnih
dijelova prefrontalnog korteksa nisu usmjerene prema motornim strukturama, ve¢ prema
strukturama koje su vezane uz viceromotornu regulaciju (dorzalna jezgra vagusa i
parabrahijalna jezgra), procesuiranje visceralnih osjeta (jezgra solitarnog trakta) te regulaciju
prijenosa bolnih podrazaja (periakveduktalna siva tvar). Zanimljivo je da ventralni dio
strijatuma prima jednosmjerne projekcije iz hipokampusa, a ove informacije zatim preko
medijalnog dijela mediodorzalne jezgre odlaze u orbitalne i medijalne dijelove prefrontalnog

korteksa.
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Slika 1-8: Parcelacija prefrontalnog
korteksa na polja prema Brodmannu (139)
u ¢ovjeka (gore — tamna podloga) i
makaki majmuna (dolje — bijela podloga).
Preuzeto iz Fuster 2015, The Prefrontal
Cortex, Academic Press (2) .
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Treba naglasiti da su veze orbitalnih 1 medijalnih dijelova s mozdanim deblom
reciprocne, dok su veze lateralnih i dorzalnih podruc¢ja prema moZzdanom deblu jednosmjerne
(Slika 1-9). Projekcije iz svih dijelova prefrontalnog korteksa prema kraljezni¢noj mozdini su
takoder jednosmjerne. Reciprocne veze prefrontalni korteks ima s drugim unimodalnim i
multimodalnim asocijacijskim kortikalnima poljima. Dorzalni i lateralni dijelovi posebno
intenzivno izmjenjuju informacije s vidnim, sluSnim i somatosenzibilnim dijelovima korteksa,
kao 1 s premotorickim podru¢jem, dok su ove projekcije daleko manje izrazene u orbitalnim 1
medijalnim dijelovima prefrontalnog korteksa. Medutim, orbitalni i medijalni dijelovi
prefrontalnog korteksa imaju snazne reciprocne projekcije s njusnim, okusnim i drugim
visceralnim asocijativnim podruc¢jima korteksa, koje u dorzalnim i lateralnim dijelovima nisu
prisutne. SnaZne recipro¢ne veze orbitalni 1 medijalni prefrontalni korteks ima 1 s
amigdalama, dok su projekcije koje dolaze iz amigdala u dorzalni i lateralni prefrontalni
korteks daleko slabije i jednosmjerne. Posebno treba naglasiti da orbitalni i medijalni dijelovi
prefrontalnog korteksa imaju izrazene reciprocne veze s hipotalamusom, dok iste nisu opisane
u dorzalnom i lateralnom prefrontalnom korteksu.

Ulazne i izlazne projekcije jasno pokazuju da su dorzalni i lateralni dijelovi
prefrontalnog korteksa vezani uz strukture motornog sustava, Sto obiljezava specijalizaciju
prema izvrSnim kognitivnim funkcijama. Orbitalni 1 medijalni dijelovi povezani su uz
visceralne i1 limbicke strukture, §to obiljezava njihovu ulogu u regulaciji emocionalnog
odgovora i kontroli homeostaze (101). Ovdje naravno treba jasno napomenuti da su
pojedinac¢no gledajué¢i najznacajnije aferentno-eferentne projekcije medusobne veze ova dva
podrucja. Takoder treba naglasiti da se ovdje radi o op¢éim razlikama u vezama izmedu dorzo-
lateralnih 1 orbito-medijalnih kortikalnih polja te da postoje i druge specificnosti u vezama

koje definiraju svako polje ponaosob.
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Slika 1-9: Shema organizacije aferentnih i eferentnih veza prefrontalnog korteksa (PFC), po kojoj razlikujemo
dva glavna dijela: dorzolateralni (A) i orbitomedijalni (B). Treba naglasiti da su ova podruéja sastavljena od
veéeg broja citoarhitektonskih polja gdje svako ima odredene specifi¢nosti u vezama s dugim strukturama
mozga. Shema modificirana preuzeta iz Groenewegen i Uylings. 2000, Progress in Brain Research 126:3-28
(101).
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Citoarhitektonske studije su pokazale da kaudalniji dijelovi orbitalne plohe Ceonog
reznja odudaraju od obiljezja koje karakterizira asocijativna u odnosu na primarna i
premotori¢ka podrucja (131, 139, 140). Straznji orbitalni dijelovi takoder imaju vrlo slabo
izrazen sloj IV (disgranularni korteks), a u najkaudalnijim dijelovima sloj nije moguce
definirati (agranularni korteks). Ovo svojstvo omogucava da se polje 1 po citoarhitektonskim
kriterijima definira homolognom prema odgovaraju¢em funkcionalnom polju u glodavaca
koji nemaju granulirana polja u frontalnom dijelu, $to je posebno znacajno u komparativnim
studijama organizacije neuralne mreze. Komparativna citoarhitektonska istrazivanja pokazala
su da (uz iznimku polja 47) kod Covjeka postoje jasni homolozi svih orbitalnih i medijalnih
kortikalnih frontalnih polja definiranih u makaki majmuna (Slike 1-7 1 1-8). Usporedujuci
rezultate istrazivanja funkcionalne aktivnosti mozga 1 klinicko-patoloske korelacije
funkcionalnih ispada kod ¢ovjeka s eksperimentalnim istrazivanjima na makaki majmunima,
moze se zakljuciti da citoarhitektonska svojstva takoder okvirno odrazavaju i funkcionalnu
homologiju izmedu pojedinih polja.

Funkcija orbitalnog frontalnog korteksa se opéenito moze vezati uz donoSenje odluka
na temelju vrijednosnih sudova (136). Pri tome je aktivnost neurona ovog podrucja
zabiljezena kod dodjeljivanja vrijednosti odredenom fenomenu, azuriranja te vrijednosti
ukoliko dode do promijene u okolnostima, kodiranja procjene vremena do ostvarivanja cilja te
uvjerenja u povoljan ishod (136). Ova vrsta procesuiranja se psiholoski definira kao
kognitivna fleksibilnost, §to oznacava moguénost procjene situacije te aZuriranja i promjene
djelovanja u slu¢aju promjene okolnosti (141).

Orbitalni frontalni korteks (polja 11, 12, 13, 14) u Sirem smislu predstavlja dio koji
zajedno s neuralnom mreZom medijalnih podruc¢ja prefrontalnog korteksa ¢ini jednu vecu
funkcionalnu cjelinu. Ova mreza kodira te dovodi u vezu pozitivne i negativne dogadaje, s
tom razlikom da orbitalna mreza kodira emotivni odgovor na vanjske podrazaje, dok
medijalna mreza (ukljuuju¢i tu 1 polje 14) kodira emotivni odgovor na unutarnje
(mentalizirane) podraZaje (136). Stoga se orbitalni prefrontalni korteks moze definirati kao
podrucje koje procesuira informacije potrebne za prilagodbu na promjene stanja u vanjskoj
okolini (fleksibilnost), a medijalni dio prefrontalnog korteksa kao podrucje koje usmjerava

naSe djelovanje na temelju unutarnjeg stanja (motivacija).
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Slika 1-10: Podrucja koja se definiraju kao prefrontalni korteks u Stakora (A, B), te ukljucuje: frontalno polje 2
(FR2), medijalno (MO) i ventralno orbitalno polje (VO), prednje inzularno polje (Al), prednje cingularno (AC),
prelimbicko (PL) i infralimbicko polje (IL). (C) Prijasnja klasifikacija razlikovala je samo premotori¢ko i
cingularno podrucje, koje se smatralo jedinim potencijalnim korelatom prefrontalnih podrucja opisanih u
primata. (D) Prikaz udjela prefrontalnog korteksa kod Sest razli¢itih vrsta. Modificirano (A-C) prema Uylings i
sur. 2003, Behav Brain Res 146:3-17, (134) i (D) Fuster 2015, The Prefrontal Cortex, Academic Press (2).
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Promatraju¢i koja bi homologna podru¢ja u Stakora mogla odgovarati orbitalnom
dijelu frontalnog reznja, treba spomenuti da postoje kontroverzna misljena da 1i uopée postoji
prefrontalni korteks u Stakora,s obzirom da citoarhitektonski ne nalazimo niti granulirana niti
magnocelularna (sloj III) podru¢ja u frontalnom reznju (134). Prema projekcijama iz
mediodorzalne jezgre i prema funkcionalnim studijama, u Stakora se mogu opisati podrucja
koja bi bila homologna dijelu orbito-medijalnog prefrontalnog korteksa u primata (Slika 1-
10). To su medio-orbitalno (MO), ventralno orbitalno (VO), lateralno orbitalno (LO), te
ventrolateralno orbitalno polje (VLO) (135). Kao i kod primata, ovo podrucje ima dvije
funkcionalne mreze, a poveznicu izmedu njih zapravo cine regije MO i VO, gdje neuroni
procesuiraju sli¢ne informacije kao neuroni gyrus rectus u primata (polje 14) (141). Medijalno
orbitalno polje povezano je (a) sa susjednim podrucjima orbitalnog korteksa: VO
(intenzivno), LO 1 VLO polje (slabije); (b) s frontalnim podrucjem 2 (Fr2), koje funkcionira
istovremeno kao premotoricko, suplementarno motori¢ko polje te frontalno polje za pokrete
o¢iju; (c¢) s inzulom (posebice dorzalnom korom inzule); (d) s temporalnim asocijativnim
poljem; e) s hipokampusom (podrucje parasubikuluma, presubikuluma i postsubikuluma); (f)
s multimodalnim korteksom straznjeg parijetalnog / prednjeg dijela okcipitalnog polja 2L.
Vrlo sli¢ne projekcije s ovim podru¢jem ima u primata polje 14c, koje se projicira prema (a)
susjednim regijama orbitalnog prefrontalnog korteksa (polja 11 1 13); (b) regijama
dorzolateralnog prefrontalnog korteksa (polja 46 i 9); (¢) inzulom; (d) polarnim korteksom
temporalnog reznja; te ima (e) intenzivne veze za hipokampusom i presubikulumom (142,
143). Upravo ove obilne veze s hipokampusom predstavljaju glavno obiljezje polja 14c i
predstavljaju bitnu razliku prema projekcijama ostalih orbitalnih 1 medijalnih polja.

Stoga jasnu homologiju prema sva tri kriterija - citoarhitektonskom, funkcionalnom i
projekcijskom izmedu Stakora i primata moZemo u prefrontalnom korteksu definirati za polje

MO 14c.
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2. HIPOTEZA

Hipoteza ovog istrazivanja je da kalretininski neuroni u neokorteksu primata pokazuju,
u usporedbi s glodavcima, specifi¢na obiljezja po udjelu u ukupnoj populaciji, morfologiji te
laminarnoj distribuciji.

Hipoteza predmnijeva da se konzistentni podaci o povecanju udjela kortikalnih
kalretininskih neurona kroz evoluciju sisavaca mogu dobiti samo usporedbom homolognih
podrucja koriste¢i stereolosku metodologiju.

Pretpostavlja se da dramaticno povecanje udjela kalretininskih neurona dovodi do
znacCajne strukturne reorganizacije neuralne mreze kore velikoga mozga ¢ovjeka i sustinskih
promjena funkcionalnih karakteristika koje za posljedicu imaju izrazito povecanje kapaciteta

procesuiranja.
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3. CILJEVI RADA

Op¢i cilj istrazivanja bio je dobiti te usporediti podatke o udjelu, laminarnoj raspodjeli
i morfoloskim obiljezjima kalretininskih interneurona u neokorteksu covjeka,
eksperimentalnog primata (Macaca fascicularis) i eksperimentalnog glodavca (Wistar Stakor).

Specifi¢ni ciljevi istrazivanja ukljucivali su kvantitativnu analizu homolognih
multimodalnih asocijativnih podrucja frontalnog reznja usporedujuci Stakora (medio-orbitalno
polje), majmuna i ¢ovjeka (polje 14c) koristeci citoarhitektonske i funkcionalne kriterije te
kriterije povezanosti s drugim strukturama.

U svakoj zivotinjskoj vrsti cilj je bio imunocitokemijskim metodama serijski obraditi
tri mozga kako bi se analizirala ekspresija proteina neuralne jezgre (NeuN) kojim su
obiljeZeni svi neuroni i kalcij veZzuéeg proteina kalretinina kojim je obiljezena jedna od
populacija GABA-ergickih neurona.

Stereoloskom analizom cilj je bio dobiti podatke o volumenu sloja, te podatke o broju

1 gusto¢i neurona te udjelu kalretininskih neurona po slojevima.

30



4. MATERIJALI I METODE

4.1  Uzorak koriSten u histoloskoj analizi

U stereoloskom dijelu ove studije koriSteno je mozdano tkivo tri odrasla Wistar
Stakora, tri odrasla cinomolgus majmuna (macaca fascicularis) te postmortalni materijal
mozdanog tkiva tri odrasle osobe. Eksperimentalni postupci na Stakorima (oznake R529,
R530, R531) 1 majmunima (oznake MV, MVI, MVII) provedeni su na Medicinskom fakultetu
La Timone SveuciliSta Aix Marseille (Institut de Neurosciences des Systémes - INSERM
UMR 1106), a ljudsko tkivo potjece iz Zagrebacke neuroembrioloske zbirke, Hrvatski institut
za istrazivanje mozga, Medicinski fakultet Sveucilista u Zagrebu (144, 145).

Na mozgovima osoba analiziranih u ovoj studiji nisu uo¢ene nikakve abnormalnosti
niti patoloske promjene, a prema informacijama dobivenih od obitelji i provjerom medicinske
dokumentacije niti kod jedne od navedenih osoba nisu zabiljezeni znakovi psihickih i
neuroloskih bolesti. U analizu je ukljucen sljedec¢i materijal:

-C0O376: zensko, 60 godina, smrt nastupila zbog iskrvarenja kod laringealnog
karcinoma, postmortalno vrijeme 10 sati;

- C0378: musko, 35 godina, smrt nastupila gu$enjem, postmortalno vrijeme 11 sati;

- C0379: musko, 46 godina, nagla sréana smrt, postmortalno vrijeme 6 sati.

Svi eksperimentalni postupci na Zivotinjama provedeni su u skladu s protokolima
odobrenima od strane Savjeta Europske zajednice (European Communities Council
86/609/EEC), Povjerenstva za dobrobit zivotinja Medicinskog fakulteta u Zagrebu,
SveuciliSta Aix-Marseille te Povjerenstva za istrazivanje na zivotinjama francuskog Drzavnog
primatoloskog centra.

Stakori koristeni u ovoj studiji uzgojeni su u nastambama za Zivotinje Medicinskog
fakulteta u Zagrebu i Medicinskog fakulteta La Timone Sveucilista Aix-Marseille.

Majmuni koriSteni u ovoj studiji uzgojeni su za znanstvena istraZivanja u
kontroliranim 1 standardiziranim uvjetima Odjela za primatologiju Drzavnog centra za
znanstvena istrazivanja, Francuska (Station de Primatology Centre National de la Recherche
Scientific), gdje se vodi pojedinac¢na evidencija o povijesti njihovog uzgoja te zdravstvenom
stanju. Svi postupci nad Zivotinjama izvedeni su u op¢oj anesteziji.

Ljudsko tkivo prikupljeno je uz dozvolu ovlastenog patologa tijekom redovitih
obdukcija na Zavodu za patologiju i Zavodu za sudsku medicinu Medicinskog fakulteta u
Zagrebu, u skladu s hrvatskim zakonima, te uz dozvolu Etickog povjerenstva Medicinskog

fakulteta SveuciliSta u Zagrebu.
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4.2  Priprema tkiva za histoloSku analizu

Stakori su duboko anestezirani injekcijom natrijevog pentobarbitala (60mg/kg intra
peritonealno) te potom perfundirani intra-kardijalno 4% otopinom paraformaldehida u 0.12
molarnom puferu natrijevog fosfata (PB, pH= 7,4). Koli¢ina fiksativa iznosila je 300ml/100g
tjelesne mase Stakora. Nakon perfundiranja mozak je odstranjen iz lubanje, dodatno fiksiran
jedan sat na sobnoj temperaturi, a zatim ispiran u 0,12 molarnom puferu natrijevog fosfata u
trajanju 1,5 sati.

Majmuni su duboko anestezirani ketaminom-HCI, nakon ¢ega su perfundirani intra-
kardijalno hladnom otopinom 4% formaldehida u 0,12 molarnom puferu natrijevog fosfata.
Mozak je odstranjen te je u koronarnoj ravnini razrezan na vece blokove. Najrostralniji,
frontalni blok, sadrzavao je polje 14c koje je analizirano u ovoj studiji.

Sve osobe analizirane u ovoj studiji umrle su naglom smréu bez pre-agonalnog stanja
te vrijeme od smrti do uzimanja uzorka (postmortalno vrijeme) predstavlja vrijeme od
trenutka smrti neurona. Izdvojen je cjelokupan gyrus rectus (rezovi su ucinjeni najmanje 2cm
od vijuge), koji je zatim koronarnim rezom prepolovljen, tako da je kaudalni blok sadrzavao
cjelokupno polje 14c. Blokovi su zatim ostavljeni u 4% otopinom paraformaldehida u 0,12

molarnom puferu natrijevog fosfata u trajanju od 24 sata.

4.3  Histoloski i imunohistokemijski postupak

Blokovi tkiva (kod Stakora cijeli mozak) su nakon fiksacije i ispiranja preko no¢i na
4°C krioprotektirani u otopini 20% saharoze u fosfatnom puferu. Nakon toga tkivo je brzo
smrznuto pomocu suhog leda te koronarno izrezano na kriostatu. Debljina rezova bila je
40um kod Stakora i majmuna te 60pum kod ¢ovjeka.

Rezovi su isprani u 0,01 molarnoj otopini fosfatnog pufera te prikupljani jedan za
drugim u za to priredene posudice s krioprotekcijskom otopinom na bazi etilen-glikola (146,
147) 1 pohranjeni na -20°C. Prije uporabe, otopina fosfatnog pufera i krioprotekcijska otopina
su obradene s 0,05% dietilpirokarbonatom 1 autoklavirane kako bi se inaktivirala aktivnost
RNAaza.

Odabrani rezovi su obradeni Nissl metodom, jednostrukim imunohistokemijskim
bojanjem na kalretinin (CR) te na neuralni nuklearni antigen (NeuN). Pomocu tablice
slucajnih brojeva odabran je jedan od prvih deset rezova tkiva, gdje je taj rez obraden Nissl
metodom. Susjedni rez u nizu je imunohistokemijski obraden protutijelom na kalretinin, a
sljedec¢i u nizu na NeuN. Kod majmuna i ¢ovjeka nizovi od tri susjedna reza obradeni su na

isti nacin: svakih 10 rezova od prvog obradenog reza, dok je kod Stakora isto napravljeno

32



nakon svakih 5 rezova. Rezovi obradeni Nissl metodom su prvo dva puta po 10 minuta
uronjeni u 95% alkohol, nakon ¢ega su na 15 minuta uronjeni u otopinu kloroform-etera, a
zatim ponovno obradeni u alkoholu s padaju¢im postotkom etanola (95%, 85%, 75%; svaka
izmjena po dvije minute). Nakon kratkog ispiranja u dvostruko destiliranoj vodi, rezovi su na
10 minuta stavljeni u krezil-violet na temperaturi 60°C. Nakon drugog kratkog ispiranja u
dvostruko destiliranoj vodi, rezovi su (za svaku otopinu po 2 minute) uronjeni u seriju
alkohola s povecavaju¢om koncentracijom etanola (80%, dva puta u 90%, dva puta u 100%).
Konac¢no, rezovi su tri puta po dvije minute uronjeni u Histomount (National Diagnostics,
Atlanta, USA), a nakon toga prekriveni Eukittom (Fisher Scientific, Electron Microscopy
Sciences, Washington, USA) i pokrovnim stakalcem.

Jednostruko bojanje na kalretinin i NeuN izvr§eno je s neoznaenim primarnim
protutijelom te standardnom metodom kompleksa avidin-biotin-peroksidaza (ABC)
(Vectastatin Elite ABC, Vector Laboratories, Burlingame, CA). Rezovi obradeni na kalretinin
inkubirani su 1 sat na sobnoj temperaturi u otopini kalijevog fosfatnog pufera (KPBS) s 0,3%
otopinom triton X-100 (KPBS-triton) i 3% normalnim kozjim serumom (NGS, eng. ,,normal
goat serum®) (Vector Laboratories) te inkubirani preko no¢i na sobnoj temperaturi u KPBS-
triton otopini s kalretininskim protutijelom (Swant, Anti-kalretinin protutijelo razvijeno u
zecu, kataloski broj 7699/3H) razrijedenim 1:5000 uz 1% normalnog kozjeg seruma. Rezovi
obradeni na NeuN inkubirani su 1 sat na sobnoj temperaturi u KPBS-triton otopini s 3%
normalnog konjskog seruma (NHS, eng. ,,normal horse serum®) (Vector Laboratories), te
ostavljeni preko no¢i na sobnoj temperaturi u KPBS-triton otopini s NeuN protutijelom
(Chemicon, Anti-NeuN protutijelo razvijeno u zecu, kataloski broj AB5060) razrijedenim
1:8000 uz 1% normalnog konjskog seruma.

Nakon inkubacije u primarnom protutijelu rezovi su isprani tri puta po 30 minuta u
KPBS otopini te inkubirani 1 sat na sobnoj temperaturi u otopini sekundarnog protutijela;
biotinilirano protutijelo protiv ze¢jeg IgG razvijeno u koze za kalretininske rezove te
biotinilirano protutijelo protiv IgG miSa razvijeno u konja (Vector Laboratories). Razrjedenje
sekundarnih protutijela bilo je 1:200 u KPBS-u s 3% normalnog kozjeg (kalretinin) ili
normalnog konjskog seruma (NeuN). Nakon toga rezovi su ponovo isprani u KPBS otopini
(tri puta po 30 minuta), te inkubirani 1 sat na sobnoj temperaturi u otopini avidina (10uL na
ImL) i biotina (10puL na ImL), pripremljenoj 30 minuta prije upotrebe (Vector Laboratories).

Nakon ispiranja u KPBS otopini, rezovi su procesuirani na 10 minuta u 0,04% otopini
3-3-diaminobenzidina-HCIl (DAB) i 0,006% otopini vodikovog peroksida (bidestilirana voda).

Nakon toga rezovi su ponovo isprani u KPBS otopini, polozeni na Zelatinizirana stakla,
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osuSeni, dehidrirani te prekriveni Permount-om (Fisher Scientific, Electron Microscopy

Sciences, Washington, PA), te nakon toga pokrovnim stakalcem.

4.4  StereoloSki postupak

U analizi rezova koriStena je metoda optickog frakcionatora kako bi se odredio ukupan
broj neurona u medijalnom orbitalnom polju Stakora i kaudalnom dijelu polja 14c. Nakon Sto
su odredene granice polja, ocrtane su granice slojeva I, II/III, V, VI, te je procijenjen ukupan
broj kalretininskih i NeuN pozitivnih neurona.

Analiza rezova provedena je na mikroskopsko-racunalnom sustavu koriste¢i racunalni
program Stereo Investigator (MicroBrightfield, Baltimore, MD) (Slika 4-1). Sustav koriSten u
Marseillu sastoji se od racunala povezanog na digitalnu video kameru (DEI-470, Optronics,
Santa Barbara, CA) povezanim s Nikon mikroskopom (Optiphot, Nikon, Melville, NY).
Mikroskop je opremljen motoriziranim stolicem (MAC 2000, Ludl Electronic Products,
Hawthorne, NY) te sustavom linearnog kodiranja fokusa sa to¢nos¢u od 0,25um u odnosu na
apsolutnu tocku fokusiranja (Heidenhein Corp, Schamburg IL) S$to osigurava tocnu
stereolosku analizu na le¢i povecanja 100X. Sustav koriSten u Zagrebu sastoji se od MBF-
DV-46 digitalne kamere koja se nalazi na Olympus BX61 mikroskopu motoriziranom za
kretanje u dubinu te motoriziranog stoli¢a za pokretanje u x-y smjeru i koji je kontroliran
MAC 5000 elektroni¢kim upravlja¢em (Ludl Electronic Products Ltd.).

Brojanje neurona izvrSeno je pomocu racunalne trodimenzionalne probe definirane
povrsinom 'okvira za brojanje' (,,counting frame®) (148) te odabranom visinom disektora
(koja je u ovoj studiji varirala od 10-20um) (Tablica 4-1, Slika 4-2). Visina disektora
odabrana je prema realnoj debljini tkiva (14-23um) od ¢ega se oduzima 'sigurnosna zona' u
debljini od 2um sa svake strane reza, s obzirom na neravnine reza na rubovima. Stvarna
debljina rezova rezultat je smanjenja debljine (,,shrinkage*) koja se dogodila tijekom
histoloskih bojenja, jer su debljine rezova iznosile 40um za Stakora i majmuna, te 60um za
covjeka. Veli¢ina okvira za brojanje kretala se izmedu 45x45pum i 70x70um, ovisno o
analiziranoj vrsti 1 imunocitokemijskom bojanju. Oznaceni su samo oni neuroni kojima je
tijelo bilo u potpunosti unutar okvira za brojanje ili se preklapalo sa gornjom ili desnom
granicom okvira te neuronima kojima je tijelo doslo u fokus prilikom kretanja od vrha do dna
disektorske probe (Slika 4-3). Neuroni kojima je tijelo dodirivalo crvene, iskljucujuée granice
(lijevu te donju) ili kojima je tijelo dolazilo u fokus tek ispod donje/gornje granice disektorske

probe, nisu oznaceni.
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Slika 4-1: Shematski prikaz sustava za stereolosku analizu. Ra¢unalni program upravlja mikroskopom koristeéi
elektronicki upravlja¢. Preko digitalne kamere visoke rezolucije slika se projicira u program koji je prikazuje na
monitor, a u kojemu se provodi stereolosko oznacavanje.
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Slika 4-2: Prikaz temeljnih koraka u stereoloskoj studiji: (A) Serijsko izrezivanje cijele strukture na rezove
jednake debljine; (B) Odredivanje dimenzija mreze za uzorkovanje (ucestalost okomitih i vodoravnih linija na
¢ijim sjeciStima se pozicioniraju okviri za prebrojavanje; (C) Prikaz nekoliko, pravilno i ujednaceno
rasporedenih okvira za prebrojavanje; (D) Visina okvira za prebrojavanje se odabire tako da bude manja od
izmjerene debljine tkiva nakon zavr§enog bojenja.

Slika preuzeta iz Hou i sur. 2012, PLoS One 7:¢43556 (148).
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Slika 4-3: Realni okvir za prebrojavanje kako je vidljiv na povecanju od 100x. Prikazane su linije ukljucivanja
(zeleno) 1 iskljucivanja (crveno). Na fotografiji je kalretininski interneuron koji presijeca crvenu liniju
iskljuéivanja te se stoga ne biljezi.
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Preciznost procjene kontrolirana je pomocu 'koeficijenta greske' (CE) (149, 150).
Vrijednost CE je bila 0,08 (8%) ili manja za procijenjene vrijednosti NeuN-a, dok se za
kalretininske rezove kretala od 0,07 do 0,21, ovisno o vrsti i sloju (Tablica 4-1). Za dobivanje
procjene ukupnog broja NeuN i kalretininskih neurona po pojedinom sloju koristen je Stereo
Investigator program (MicroBrightField, Williston, USA). Nakon toga je izracunata srednja

vrijednost procjene ukupnog broja neurona, zajedno sa standardnom devijacijom.

4.5 Statisticka analiza

Brojcani podaci su statisti¢ki analizirani jednosmjernom analizom varijanci koristeci
Student-Newman-Keuls test, a p vrijednosti ispod 0,05 oznacene su kao statisticki znacajne

razlike.

Kvantitativno su analizirani:
1. Ukupan volumen polja, kao i volumen svakog pojedinog sloja;
2. Na preparatima obojenim NeuN-protutijelom koje obiljezava sve neurone i onima
obojenim protutijelom koje obiljezava samo kalretininske neurone, pojedina¢no i po
slojevima analizirani su sljede¢i parametri:

a. Ukupan broj neurona,

b. Ukupan broj kalretinskih neurona;

c. Gustoca neurona;

d. Gustoda kalretininskih neurona.

Na temelju ovih podataka analizirani se sljedec¢i parametri:
3. Udio neurona u pojedinom sloju u odnosu na ukupan broj neurona;
4. Udio kalretininskih neurona u ukupnom broju neurona, po pojedinom sloju i ukupno
kroz sve slojeve;
5. Udio kalretininskih neurona u pojedinom sloju u odnosu na ukupan broj kalretininskih

neurona.
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Za usporedbu izmedu vrsta analizirani su sljedeci parametri

Po slojevima 1 ukupno za cijelo polje analizirani su:

l.
2.
3.
4.

Ukupan volumen;
Ukupan broja neurona;
Ukupan broj kalretininskih neurona;

Udio kalretininskih neurona u ukupnom broju neurona;

Zatim su analizirani:

5.
6.

Udio ukupnog broja neurona po pojedinom sloju u odnosu na ukupan broj neurona;

Udio kalretininskih neurona po pojedinom sloju u odnosu na ukupan broj

kalretininskih neurona;

10.
11.
12.
13.

Izmedu svake vrste po pojedinim sloju i ukupno analizirani su sljede¢i parametri:
Stopa promjene volumena,;

Stopa promjene udjela volumena;

Stopa promjene ukupnog broja neurona;

Stopa promjene udjela neurona prema ukupnom broju neurona;

Stopa promjene ukupnog broja kalretininskih neurona;

Stopa promjene udjela kalretininskih neurona u ukupnom broju neurona;

Stopa promjene udjela kalretininskih neurona u ukupnom broju kalretininskih neurona.

Na kraju su analizirane i ukupne razlike izmedu slojeva u obrascu promjena izmedu Stakora i

majmuna te majmuna i ¢ovjeka.
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4.6  Postupak ubrizgavanja i identifikacije virusa bjesnoce

Virus bjesnoce (151, 152) koristio se za identifikaciju neurona koji pruzaju projekcije
u medio-orbitalno polje Stakora. Eksperiment je proveden u laboratoriju sigurnosne razine
L2L u Institutu de Neuroscience La Timone Marseille (uz nadzor voditelja laboratorija Dr.
Patrice Coulon). Upotrijebljen je imortalizirani soj virusa bjesnoc¢e 'Challenge Virus Standard'
(151, 153, 154). Virusna zaliha, kao supernatant stani¢ne kulture u minimalnom esencijalnom
mediju (s infektivnom koncentracijom virusa od 4107 infektivnih Cestica u mililitru) ¢uva se
smrznuta na -80°C sve do uporabe.

Pet Wistar Stakora anestezirano je klor-hidratom, nakon cega su pri¢vrSéeni u
stereotaksijski uredaj te je napravljen mali otvor na lubanji. Igla je stereotaksijski uvedena
koriste¢i Paxinos i Watson atlas (155) pod sljede¢im koordinatama; naprijed 3—4mm od
bregme, lateralno 0.4—1mm od mediosagitalne linije, dubina 2—4mm od kortikalne povrsine.
Virus bjesnoce (otopina 200nL) ubrizgan je koriStenjem ultra-mikro-pumpe UMPII i Micro4
kontrolera (World Precision Instruments Inc, Sarasota, FL). Nakon postupka igla je
odstranjena te je koza saSivena. Na mjestu zahvata primijenjen je lokalni anestetik te su
zivotinje vracene u svoje kaveze i ¢uvane u laboratoriju 42 sata. To je vrijeme potrebno da
virus retrogradno trans-sinapticki putuje kroz aksone i u dovoljnoj koli¢ini se nakupi u tijelu i
dendritima kako bi se omoguc¢i identifikacija (151).

Nakon 42 sata zivotinje su eutanazirane i mozak obraden kao i za histoloSku analizu.
Identifikacija virusa izvrSiti ¢e se imunocitokemijski koriStenjem monoklonalnog protutijela
razvijenog u laboratoriju (P. Coulon) po proceduri opisanoj u poglavlju 4.3 (154). U tri
Stakora bilo je jasno identificirano kako je igla bila to¢no u medio-orbitalnom polju, te je opis
aferentnih projekcija medio-orbitalnog podrucja temeljen na obiljezenim neuronima kod ovih

zivotinja.
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5. REZULTATI

5.1 KVALITATIVNA ANALIZA

5.1.1 Citoarhitektonska obiljeZja i delineacija polja za kvantitativhu analizu

5.1.1.1 Medio-orbitalno polje u Stakora

Medio-orbitalno (MO) polje nalazi se na granici medijalne i1 orbitalne plohe
Stakorskog ¢eonog reznja (Slika 5-1, 5-2, 5-3). Za citoarhitektonsku identifikaciju MO polja
koristeni su kriteriji opisani u radu Van De Werd 1 Uylings (2008) (135). Glavne odlike MO
polja su: a) smjeStaj na ventro-medijalnoj granici ¢eonog reznja Stakorskog mozga; b)
nemogucnost jasnog definiranja sloja IV, agranularni korteks; c) sloj II je moguce jasno
identificirati 1 dobro ograniciti od slojeva I i III; d) sloj V ima neurone organizirane u stupice.

Neposredno lateralno od MO je ventro—orbitalno (VO) polje. Citoarhitektonska
granica je jasno vidljiva na Nissl i NeuN preparatima, jer MO polje ima oStriju granicu prema
sloju III, dok je granica sloja II prema sloju III manje izrazena u VO polju, a gustoca neurona
u sloju III manja je u MO nego u VO polju. Takoder, stanice sloja V MO polja organizirane
su u vertikalne stupic¢e, dok to svojstvo nema VO polje.

MO polje medijalno grani¢i s dva kortikalna polja — prelimbickim (PL) poljem
kranijalno te infralimbickim (IL) poljem kaudalno. Citoarhitektonska razlika prema PL polju
je jasno vidljiva jer stanice sloja III imaju slabije bojanje po Nisslu. Zbog toga je na malom
povecanju sloj III svjetliji, §to za razliku od MO polja omogucava postavljanje jasnih granica
1 prema sloju II 1 prema sloju V. Takoder, PL polje nema vertikalne stupice stanica u sloju V.

Kaudalnije je MO polje s medijalne strane ograni¢eno s IL poljem, od kojeg se
najupecatljivije razlikuje po nejasnoj granici izmedu slojeva I i Il u IL polju, dok je ta granica

u MO polju jasno izrazena.
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Slika 5-1: Mikrofotografija koronalnog reza kroz ceoni rezanj Stakora obojanog Nissl metodom. Strelice
oznacavaju granice medio-orbitalnog (MO), ventro-orbitalnog (VO) i infralimbickog (IL) polja.
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Slika 5-2: Mikrofotografija koronalnog reza kroz ¢eoni rezanj Stakora obojanog imunohistokemijski na NeuN.
Strelice oznacavaju granice medio-orbitalnog (MO), ventro-orbitalnog (VO) i infralimbickog (IL) polja.
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Slika 5-3: Mikrofotografija koronalnog reza kroz Ceoni rezanj Stakora obojanog imunohistokemijski na
kalretinin. Strelice oznaCavaju granice medio-orbitalnog (MO), ventro-orbitalnog (VO) i infralimbickog (IL)
polja.
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5.1.1.2 Brodmannovo polje 14 kaudalno (14c) u majmuna

Brodmannovo polje 14 zauzima ve¢i dio gyrus rectus (139). Prema Carmichael 1 Price
(1994) (132) glavne odlike Brodmannovog polja 14 kaudalno (14c) u makaki majmuna su: a)
smjestaj na ventro-medijalnoj granici ¢eonog reznja majmuna; b) agranularnost korteksa jer
nije moguce jasno definirati sloj IV (Slika 5-4); c¢) sloj II takoder nije moguce jasno ograniciti
od sloja III; d) posjeduje debela mijelinizirani aksoni u sloju I koji imaju intenzivnu
reaktivnost na acetil-kolin-esterazu u slojevima I, [l te V.

Polje 14 dijeli se na rostralni (14r) i kaudalni dio (14c). Glavna citoarhitektonska
razlika polja 14c u odnosnu na rostralni dio (14r) je nemogucénost da se polju 14c¢ identificira
sloj IV (agranularni korteks), dok je u rostralnom dijelu sloj IV diskretan, ali jasno
prepoznatljiv 1 razgrani¢en prema susjednim slojevima (disgranularni korteks). Osim
izostanka sloja IV, polje 14c ima vrlo slabo razvijen sloj II, ¢iju granicu prema sloju III nije
moguce jasno odrediti. Zanimljivo je kako je u MO polju Stakora moguce jasno razgraniciti
sloj IT od sloja III, te je to najizrazenija citoarhitektonska razlika u odnosu na polje 14c u
primata. Zbog nemogucnosti jasnog definiranja granice izmedu sloja II i III, za potrebe
kvantitativne analize podaci iz ova dva sloja skupno su prikazani.

Na medijalnoj strani, polje 14c granici s poljem 25 (Slika 5-4, 5-5, 5-6), osim u svom
najrostralnijem gdje graniCi s poljem 10 medijalno (10m). Polje 25 je takoder agranularno, s
nejasno izraZzenim slojem II. Jasnu granicu izmedu ova dva polja moguce je ipak vrlo lako
postaviti jer je sloj VI u polju 25 izrazito tanak, te naglo zadeblja u polju 14c.

U prednjem dijelu polje 14c jasno je razgrani¢eno od polja 10m jer je ono dobro
razvijeni granularni korteks s tri jasna podsloja u sloju III.

Lateralno od polja 14c¢ je polje 13a, gdje sloj V postaje Siri 1 pokazuje dva podsloja u
kojima su piramidne stanice organizirane u obliku otoci¢a. Rostralno je polje 14r, koje se od
polja 14 ¢ razlikuje po pojavi diskretnog sloja I'V i jasno ograni¢enog sloja II.

Kaudalnu granicu polja 14c ¢ini zapravo olfaktorni tuberkul. To je citoarhitektonski
bitno razli¢ita struktura koja ima samo tri sloja, povrSni pleksiformni, stani¢ni srednji sloj te
duboki sloj. U ovom polju u svim slojevima dominiraju ogranic¢ene gusto zbijene nakupine

neurona, Calleja otoCici.
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5.1.1.3 Brodmannovo polje 14 kaudalno (14c) u éovjeka

Polje 14 nalazi se unutar gyrus rectus te u izvornom Brodmannovom opisu (139)
ljudskog korteksa nije bilo definirano. Brodmann je zaklju€io kako u ljudskom mozgu ne
postoji korelat podrucja 14 kojega je definirao kod majmuna, no kasnija su istrazivanja
pokazala da ovo podruc¢je ima kod ¢ovjeka ipak jasan korelat (133). Na Brodmannovoj mapi
orbitalna ploha ¢eonog reznja oznacena je kao polje 11, i u krajnjem lateralnom podrucju kao
polje 47.

Beck je 1949. godine oznacila gyrus rectus kao polje 14 i opisala disgranularni korteks
u kaudalnom dijelu orbitofrontalne kore koji rostralno postaje granularan (153, 156).
Komparativnom citoarhitektonskom studijom Petrides 1 Pandya (1994) (157) su u Covjeka i
majmuna ograni€ili polje 14 na ventro-medijalni konveksitet, polje 13 u medijalni, polje
47/12 u lateralni, te polje 11 u prednji dio orbitofrontalne kore. Ongur i Price u ¢ovjeka prema
istim kriterijima definiraju i podjelu polja 14 (133) kao $to su Carmichael i Price (1994) (132)
definirali u makaki majmuna; dijele ga na rostralni disgranularni te kaudalni agranularni dio.
Ipak je upecatljivo da se debljina korteksa kod covjeka gotovo udvostrucila, uz izrazito
smanjenje gusto¢e neurona.

Kod ¢ovjeka ovo polje ne zauzima cijeli gyrus rectus (Slika 5-7, 5-8, 5-9), ve¢ se u
lateralnom dijelu uz olfaktorni sulkus kaudalno nalazi polje 13a, a rostralno polje 13b.

Na medijalnoj strani od kaudalno prema rostralno polje 14c granici s poljima 25, 32-
prelimbic¢ko (pl) te 10-medijalno (m). Granice prema poljima 10m, 13a 1 25 jasne su i
odredene prema kriterijima koriStenim kod majmuna, jer u usporedbi s covjekom nema
nikakvih razlika u citoarhitektonskim obiljezjima ovih polja.

Tako je granicu prema polju 25 jos i lakSe definirati nego u majmuna, jer kod ¢ovjeka
u polju 25 nije moguce razgraniciti sloj II od sloja III, niti sloj V od sloja VI.

Granica prema polju 32pl takoder je jasna, jer kao i polje 13 ima jasno izrazena dva
podsloja unutar sloja VI.

Prednja granica polja 14c je polje 14r koje se prepoznajemo po pojavi sloja 1V, te

jasnije izrazenoj sublaminaciji sloja V na Nissl rezovima.
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Slika 5-7: Mikrofotografija koronalnog reza kroz gyrus rectus ¢ovjeka obojanog Nissl metodom. Oznacene su
granice polja — Brodmannovo polje (BA) 14 kaudalno (c), polje 10 medijalno (m) te polje 13a u olfaktornom
zlijebu.
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Slika 5-8: Mikrofotografija koronarnog reza kroz Gyrus rectus covjeka obojanog imunohistokemijski na NeuN.
Oznacene su granice polja — Brodmannovo polje (BA) 14 kaudalno (c), polje 10 medijalno (m) te polje 13a u
olfaktornom zlijebu.

54



Slika 5-9: Mikrofotografija koronarnog reza kroz Gyrus rectus Covjeka obojanog imunohistokemijski na
kalretinin. Oznacéene su granice polja — Brodmannovo polje (BA) 14 kaudalno (c), polje 10 medijalno (m) te
polje 13a u olfaktornom zlijebu.
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5.1.2 Obiljezja aferentnih projekcija medio-orbitalnog polja u Stakora

Kako su rezultati pokazali jasnu homologiju u citoarhitektonskim obiljezjima izmedu
polja 14c kod majmuna i ¢ovjeka s medio-orbitalnim (MO) poljem u Stakora, cilj je bio
potvrditi da postoji i homologija u aferentnim projekcijama ovih polja.

Koriste¢i metodu retrogradnog aksonskog prijenosa virusa bjesnoc¢e u mozgu Stakora
analizirana je distribucija stanica pozitivnih na virus bjesnoce.

Distribucija neurona analizirana je samo u onih Zivotinja u kojih je jasno bilo vidljivo
da je virus ubrizgan u vrh korteksa koji dijeli orbitalnu od medijalne povrsine (Slika 5-10, 5-
11, 5-12).

MO polje gusto je popunjeno obojenim neuronima, ali takoder da je izrazita gustoca
neurona (+++) prisutna u MO polju suprotne strane (Slika 5-11), a neSto manja u ventro-
orbitalnom (VO) polju iste i suprotne strane (++).

U latero-orbitalnom (LO) polju su samo sporadi¢no uo¢eni obojeni neuroni, obostrano
(+/0). Zanimljivo je da u medijalnom prelimbickom polju (PrL) nisu prisutni pozitivni
neuroni, ali da dorzalno u susjednom cingularnom (Cg) polju postoji jasna reaktivnost na istoj
strani (+), a samo vrlo sporadi¢na na suprotnoj (+/00).

Istostrana aktivnost, ali ne s previSe gusto postavljenim neuronima vidljiva je i u
dorzalnom septalnom dijelu (+) (Slika 5-13, 5-14) 1 preoptiCkom podru¢ju (diagonalna
Brocina jezgra) (+) (Slika 5-15). Intenzivna reaktivnost vidljiva je i u endopedunkularnoj
jezgri (ispod piriformnog korteksa) (++), a koja se nastavlja prema bazalnim dijelovima

amigdaloidne jezgre (+/++) (Slika 5-16, 5-17).
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Slika 5-10: Mikrofotografija koronalnog reza kroz rostralni dio mozga Stakora u kojega je ubrizgan virus
bjesnoce, obradenog imunohistokemijski kako bi se prikazali neuroni koji su nakupili virus. Strelica prikazuje
mjesto prolaska elektrode, a vrh strelice pokazuje na mjesto ubrizganja virusa. Vidljivo je kako je ono izvrSeno u
medio-orbitalnom (MO) polju koje zauzima cjelokupno podruéje donjeg medijalnog ruba u rostralnom dijelu
telencefalona. Lateralno se nastavlja ventro-orbitalno (VO) i latero-orbitalno (LO) polje, a gdje su vidljivi
reaktivni neuroni. Po medijalnoj povrsini se nastavlja pre-limbicko (PrL) polje u kojemu nisu prisutni pozitivni
neuroni, a iznad kojega se nalazi cingularno (Cg) polje 1 gdje su vidljivi reaktivni neuroni.
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Slika 5-12: Mikrofotografija reaktivnih neurona u medio-orbitalnom (MO) polju mozga Stakora u koje je
ubrizgan virus bjesnoce, obradenog imunohistokemijski kako bi se prikazali neuroni koji su nakupili virus. Vece
povecanje sa slike 5-11 iz hemisfere u koju je ubrizgan virus.
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Slika 5-13: Mikrofotografija koronalnog reza kroz sredi$nji dio mozga Stakora u kojega je ubrizgan virus
bjesnoce, obradenog imunohistokemijski kako bi se prikazali neuroni koji su nakupili virus bjesnoce. Iznad
korpus kalozuma (CC) nalaze se singularna (Cg) polja 1 i 2 u kojima se nalaze brojni reaktivni neuroni. Ispod
korpus kalozuma vide se neuroni obojeni u septalnom podrucju (Sept).
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Slika 5-14: Mikrofotografija reaktivnih neurona sloja III cingularnog (Cg) polja mozga Stakora u kojega je
ubrizgan virus bjesnoce, obradenog imunohistokemijski kako bi se prikazali neuroni koji su nakupili virus. Vece

povecanje sa slike 5-13.
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Slika 5-15: Mikrofotografija koronalnog reza kroz sredisnji dio mozga Stakora (prikazan i na slici 5-13) u kojega
je ubrizgan virus bjesnoce, obradenog imunohistokemijski kako bi se prikazali neuroni koji su nakupili virus.
Obojeni neuroni vidljivi su u dorzalnom dijelu unutar septalne jezgre (Sept), a u ventralnom dijelu vidljivi su
neuroni preoptickog podrucja (POA) obojeni unutar dijagonalne jezgre.




Slika 5-16: Mikrofotografija koronalnog reza prikazuje temporalni rezanj mozga Stakora u kojega je ubrizgan
virus bjesnoce, obradenog imunohistokemijski kako bi se prikazali neuroni koji su nakupili virus. Intenzivna
reaktivnost s gusto postavljenim neuronima vidljiva je u endopedunkularnoj (En) jezgri i dubokim dijelovima
piriformnog korteksa, te u bazalnim dijelovima amigdale (Amy).




Slika 5-17: Mikrofotografija reaktivnih neurona sloja bazalnog dijela amigdaloidne (Amy) jezgre mozga Stakora
u kojega je ubrizgan virus bjesnoce, obradenog imunohistokemijski kako bi se prikazali neuroni koji su nakupili
virus. Vece povecanje sa slike 5-16.
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Posebna karakteristika polja 14c u majmuna i1 Covjeka je povezanost sa CAl
podru¢jem hipokampusa (158), a jasna reaktivnost na virus bjesnoce zabiljeZena je u ovom
podruéju i kod stakora (+/++) (Slika 5-18, 5-19).

U lateralnom korteksu (Slika 5-20) samo sporadi¢no se mogu vidjeti reaktivni neuroni
(00/+), iako su iznimno dobro prikazani (Slika 5-21), a zanimljivo je da su prisutni kroz sve
slojeve. Nesto veci broj se moze zapaziti u ventralnijim dijelovima, u podrucju inzularnog i
piriformnog korteksa (+/0).

U talamusu je vidljivo izrazito nakupljanje neurona u medio-dorzalnoj jezgri (+++)
(Slika 5-22), a visoka reaktivnost prisutna je u neuronima koji se nastavljaju od donjeg ruba
jezgre 1 usmjereni su u horizontalnoj ravnini prema medijalno. Iako je gustoca ovih neurona
manja (++) njihovo cjelokupno dendriticko stablo je izrazito dobro obojeno, te se radi o
neuronima centro-medijalne (CM) jezgre (Slika 5-23).

U talamusu su visoko-reaktivni, ali manje gusto postavljeni neuroni prisutni u ventro-
anteriornoj (VA) jezgri (+) (Slika 5-22).

Od diencefalickih struktura izrazito intenzivno i gusto bojanje vidljivo je u prednjem
hipotalamusu (++) (Slika 5-24).

Sva diencefalicka reaktivnost prisutna je na istoj strani.

Slabija, ali jasna reaktivnost prisutna je u podru¢ju mezodiencefalicke granice (Slika
5-25), gdje su najgusée poredani neuroni ventralne tegmentalne areje VTA), sporadi¢no uz
vrlo jasan i kompletan prikaz neurona u nucleus niger (Slika 5-26), te pojedinih neurona u

periakveduktalnoj sivoj tvari (PAG) (+).
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Slika 5-19: Mikrofotografija na virus bjesnoce reaktivnih neurona CA1l polja hipokampusa smjeStenih u
piramidalnom sloju (PL). Vece povecanje sa slike 5-18.
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Slika 5-21: Mikrofotografija na virus bjesnoce reaktivnih neurona u neokorteksu. (A) Piramidni neuron dubokog
dijela sloja III, te (B) multipolarni neuron sloja VI smjesten neposredno uz bijelu tvar (WM). Vece povecanje sa
slike 5-20.
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Slika 5-22: Mikrofotografija koronalnog reza kroz diencefalon §takora u kojega je ubrizgan virus bjesnoce,
obradenog imunohistokemijski kako bi se prikazali neuroni koji su nakupili virus. Obiljezje koje je glavno za
definiranje polja kao dijela prefrontalnog korteksa jesu projekcije medio-dorzalne talamicke jezgre (MD).
Visoka reaktivnost prisutna je u pojedinim neuronima centro-medijalne (CM) jezgre, a visoko-reaktivni, ali
manje gusto postavljeni neuroni prisutni u ventro-anteriornoj (VA) jezgri talamusa (Th). Izrazito intenzivno i
gusto bojanje vidljivo je u prednjem hipotalamusu (Hyp).
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Slika 5-23: Mikrofotografija na virus bjesnoée reaktivnih neurona centro-medijalne (CM) jezgre. Vece
povecanje sa slike 5-22.
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Slika 5-24: Mikrofotografija koronalnog reza na prijelazu diencefalona u mezencefalon $takora u kojega je
ubrizgan virus bjesnoce, obradenog imunohistokemijski kako bi se prikazali neuroni koji su nakupili virus.
Reaktivnost je vidljiva u sredis$njoj liniji oko akvedukta gdje su obojani pojedini neuroni preriakveduktalne sive
tvari (PAG).
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5.1.3 Stani¢na organizacija kortikalnih polja

5.1.3.1 Medio-orbitalno polje u Stakora

Medio-orbitalno (MO) polje (Slika 5-27) debljine je 800-1000um (Tablica 5-1).

Sloj I ima debljinu 100—150um i slabo je ispunjen neuronima. Sloj II debljine je oko
150um, gusto ispunjen stanicama 1 intenzivno obojen s jasnom granicom prema slojevima I i
1.

Sloj III ima debljinu izmedu 150-200um i slabijeg je intenziteta bojenja u odnosu na
sloj II.

U sloju V koji ima debljinu 200-300um jasno se razaznaju dva podsloja, gornji Va te
donji Vb. U ovom sloju neuroni su organizirani u male vertikalne stupice, a Sto je posebno
izrazeno u rostralnim dijelovima polja.

Sloj VI ima debljinu izmedu 100-150um i gusto je ispunjen stanicama te jasno
razgrani¢en od sloja Vb 1 bijele tvari. Slojevi V 1 VI (300-450pum) u prosjeku su nesto deblji
od slojeva II 1 III (300-350um).

Neuroni pozitivni na kalretinin prisutni su u svim slojevima, kao i u bijeloj tvari, ali
ipak s ve¢om gusto¢om u slojevima I — III.

NajceS¢e imaju ovalna tijela promjera 7-9um te bipolarnu organizaciju dendritickog
stabla (Slika 5-28). 1z svakog kraja tijela izlaze dva izraZenija primarna radijalno orijentirana
dendrita koji se dalje radijalno granaju.

Dio bipolarnih neurona smjestenih u sloju I ne pokazuje radijalnu ve¢ horizontalnu
orijentaciju, s dendritima koji se granaju paralelno s povrSinom mozga (Slika 5-29).

Nesto rjedi morfoloski tip su stanice s dva ¢uperka (eng. ,,bitufted cells*), gdje se dva
primarna dendrita kao ,,buketi¢* vrlo brzo granaju na veci broj tanjih ogranaka (Slika 5-30).

Jo§ rjede nailazimo na multipolarne kalretininske neurone koji imaju 3-5 izrazenija

primarna dendrita (Slika 5-31).

75



‘eUNWewW N QUI[AZ “eIONE)§ N LIeA) 9]2[1q T QAIS 901URIS nuIgnNp
nfeAeQeRUZO 991[21)S SUIAID) "BISIA NPOWZI BUOINOU 390)snT 1 eAd[O[s aulljqop eweus(woid
n 1olwo Atfjpia ousel of urpeu feao eN "woluesaaod wnst pod yruezeyud eisia yruenzijeue
YIAS N BUIIAOZAI WDSUIUNAIEY T NNON BU 8AS[0[S yrujeynIoy elijerSojojoni :Lz7-S eqIS

i/

9y
N
i

wriooL wrlgol

o) N3N
loyels

76



Tablica 5-1: Tablica pokazuje debljinu kore mozga u medio-orbitalnom (MO) polju Stakora i polju 14c

majmuna i covjeka.

Debljina korteksa Stakor Majmun Covjek
Ukupno 800-1000pm 1200-1400pm 1800-2100pm
Sloj 1 100-150pm 150-200pm 350-450pum
Sloj II/111 300-350pum 500-550pm 650-800pum
Sloj V 200-300pm 250-350pum 300-400pum
Sloj VI 100-150pum 250-350pum 350-450pum
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Slika 5-28: Mikrofotografija pokazuje bipolarni kalretininski neuron smjesten duboko u sloju III medio-
orbitalnog polja u Stakora. Dva primarna dendrita protezu se cijelim putem do sloja I i duboko u sloj V (strelice).

Slika 5-29: Mikrofotografija bipolarnog horizontalno orijentiranog kalretininskog neurona u sloju I medio-
orbitalnog polja u §takora. Strelice pokazuju na dendrite.
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Slika 5-30: Mikrofotografija kalretininskog neurona s dendritima koji se granaju kao dva ¢uperka (,,buketic¢a‘,
eng. ,bitufted cells*) u medio-orbitalnom polju Stakora (strelice).

Slika 5-31: Mikrofotografija multipolarnog kalretininskog neurona medio-orbitalnog polja u $takora. Strelice
pokazuju na tri primarna dendrita koji polaze od tijela neurona.
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5.1.3.2 Brodmannovo polje 14 kaudalno (14c) u majmuna

Ukupna debljina kore velikoga mozga u polju 14c kod makaki majmuna (Slika 5-27)
debljine je 1,2-1,4mm (Tablica 5-1).

Na Nissl obojenim rezovima sloj II i III ¢ine homogenu cjelinu bez jasne granice, dok
je na NeuN rezovima sloj II ipak moguce razlikovati od sloja III.

Sloj I ima debljinu 150-200pum 1 slabo je ispunjen neuronima.

U slojevima II/III koji su debljine 500-550pum jasno je primjetan gradijent smanjenja
gustoée od povrSine prema dubini, tako da je granica prema sloju V vrlo jasna jer su u
gornjem dijelu sloja V neuroni vrlo gusto poredani i intenzivno obojani.

U sloju V debljine 250-300um mogu se prepoznati dva podsloja koja su jasnije
vidljiva na NeuN nego na Nissl rezovima. Podsloj Va je gus¢i i intenzivnije obojan, dok
podsloj Vb ima manju gusto¢u neurona.

Sloj VI je otprilike jednake debljine kao i sloj V. Jasno je razgranicen od sloja Vb, dok
granica prema bijeloj tvari nije toliko jasno izrazena.

Za razliku od Stakora, debljina slojeva Vi VI priblizno je jednaka debljini slojeva II 1
II. U odnosu na Stakora debljina korteksa povecava se za 40-50%, s time S§to nema
znacajnijeg povecanja u debljini sloja V, dok se posebno povecava debljina sloja VI.
Povecanje debljine prati i smanjenje gusto¢e neurona.

Izuzev sloja I, stanice se grupiraju u vertikalne stupice koji se protezu kroz sve slojeve,
Sto je neSto viSe izrazeno na NeuN u odnosu na Nissl rezove. Ova razlika je najizraZenija u
sloju VI, gdje se na Nissl preparatima ne moze uociti vertikalna organizacija neurona.

Distribucija 1 morfologija kalretininskih neurona slicna je onom u Stakora.
Kalretininski neuroni prisutni su u svim slojevima, te takoder u bijeloj tvari.

Najveca gustoca je u slojevima II/IIl, gdje se najjasnije moze zapaziti i povecanje
njihove gustoce. Povecanje gustoée kalretininskih neurona vidljivo je u svim slojevima.
Dojam je da nema razlika niti u raspodjeli razli¢itih morfoloskih oblika kalretininskih
neurona, pa su tako najces¢i bipolarni (Slika 5-32, 5-33) nakon kojih slijede neuroni s dva
cuperka (Slika 5-34), a najrjede nalazimo multipolarne neurone (Slika 5-35). Veli¢ina tijela

neurona ¢ini se ve¢om nego u Stakora, promjera izmedu 8—12um.
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Slika 5-32: Mikrofotografija prikazuje skupinu bipolarnih kalretininskih neurona u polju 14c u majmuna.

Slika 5-33: Mikrofotografija bipolarnog kalretininskog neurona s horizontalno orijentiranim dendritima u sloju I
polja 14¢ u majmuna.
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Slika 5-34: Mikrofotografija kalretininskog neurona sa dendritima koji se granaju u obliku dva Cuperka (strelice)
u polju 14c u majmuna.

Slika 5-35: Mikrofotografija multipolarnog kalretininskog neurona u polju 14c u majmuna.
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5.1.3.3 Brodmannovo polje 14 kaudalno (14c) u éovjeka

Ukupna debljina kore velikoga mozga u polju 14c kod €ovjeka (Slika 5-27) iznosi oko
2mm (Tablica 5-1). Slojeve II i III nije moguce jasno razgraniciti, kako na Nissl, tako i na
NeuN rezovima.

Sloj I ima debljinu 350-450um, te je dvostruko deblji u usporedbi s majmunom, a
gotovo trostruko u usporedbi s Stakorom. U sloju I gusto¢a neurona je mala, ali su oni
homogeno distribuirani. Sloj I je jasno razgranic¢en od sloja II.

Debljina slojeva IIV/III je 650-800um, te postoji jasno izrazen gradijent smanjenja
gustoce od povrsine prema dubini. Takoder, neuroni progresivno pokazuju povecéanje tijela, te
stoga postoji 1 gradijent povecanja intenziteta bojenja od povrSine prema dubini. U odnosu na
Stakora debljina slojeva II/III se udvostrucuje, a povecanje debljine jasno je uocljivo i u
odnosu na majmuna.

Sloj V ima debljinu 300-400um, te u odnosu na majmuna nije moguce jasno zapaziti
povecanje debljine, dok se u odnosu na Stakora debljina malo povecava. Iako je na NeuN
rezovima moguce uociti blagu sublaminaciju na povrsniji dio s gus¢e poredanim neuronima
(Va), te dublji dio s manjom gusto¢om neurona (Vb), podjela u podslojeve nije tako izraZzena
kao u majmuna i Stakora.

Sloj VI ima debljinu 350-450um, te je tri puta deblji u usporedbi sa Stakorom, a
povecanje debljine (za 30%) je jasno uocljivo i u odnosu na majmuna. Sloj VI jasno je
razgrani¢en od sloja V, dok je granica prema bijeloj tvari jo§ slabije izraZena nego u
majmuna; ovdje su neuroni nakupljeni u obliku grozdova.

Kao i kod majmuna, stanice se grupiraju u vertikalne stupice koji se protezu kroz sve
slojeve, izuzev sloja 1.

U odnosu na majmuna debljina korteksa povecava se za 50%, Sto je prvenstveno
posljedica povecanja debljine slojeva I, II i III. U odnosu na Stakora debljina korteksa se
udvostrucuje.

Posebno je upecatljivo smanjenje gustofe neurona, pa se stoga gustoca kalretininskih

neurona smanjuje u odnosu na majmuna te je vrlo bliska gusto¢i koju nalazimo kod Stakora.
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Slika 5-36: Mikrofotografija skupine bipolarnih kalretininskih neurona, oznacenih strelicama, u polju 14c u
covjeka.

Slika 5-37: Mikrofotografija horizontalno orijentiranog bipolarnog kalretininskog neurona u sloju I u polju 14c u
covjeka.
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Slika 5-38: Mikrofotografija kalretininskog neurona s dva ¢uperka u polju 14c u ¢ovjeka.

Slika 5-39: Mikrofotografija kalretininskog multipolarnog neurona u polju 14c u ¢ovjeka.
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Distribucija 1 morfologija kalretininskih neurona slicna je onoj u Stakora i majmuna.
Kalretininski neuroni prisutni su u svim slojevima, te takoder u bijeloj tvari. Najveca gustoca
je u slojevima II/III. Povecanje gustoce kalretininskih neurona vidljivo je u svim slojevima.

Velic¢ina tijela neurona doimlje se jednaka onoj kao i u majmuna, te je ve¢a nego u
Stakora, s promjerom izmedu 8—12pum.

Dojam je takoder da nema dramati¢nih razlika niti u raspodjeli razli¢itih morfoloskih
oblika kalretininskih neurona, pa su tako naj¢es¢i bipolarni (Slika 5-36) nakon kojih slijede
neuron s dva Cuperka (Slika 5-38), a najrjede nalazimo multipolarne neurone (Slika 5-39).

Dojam je ipak da se neuroni s dva ¢uperka pronalaze ¢eS¢e nego u majmuna i Stakora.
Takoder, povremeno se mogu uociti i kalretininski neuroni piramidalnog oblika (Slika 5-40),

Sto nije bio slucaj u Stakora i majmuna.

Slika 5-40: Mikrofotografija dvaju blisko postavljenih kalretininskih neurona piramidnog oblika (crna strelica) u
polju 14c u covjeka. 'Apikalni dendrit' vrlo se brzo grana (bijela strelica), $to je odlika koja ih morfoloski
razlikuje od glutamatergickih piramidnih stanica.

86



5.2 KVANTITATIVNA ANALIZA
5.2.1 Prikaz podataka po pojedinoj vrsti

5.2.1.1 Medio-orbitalno polje u Stakora

Izvorni podaci po pojedinoj Zivotinji, sa standardnim devijacijama i Gundersenovim
koeficijentom greske prikazani su u tablicama 5-2, 5-3 1 5-4.

U medio-orbitalnom (MO) polju Stakora (Slika 5-41) ukupan broj neurona prosje¢no
iznosi oko 114.000 (Slika 5-41A). Vise od polovice (60%) smjeSteno je u slojevima II/III
(oko 68.000 neurona) (Slika 5-41D), nakon ¢ega slijedi sloj V s oko 31.000 neurona. U ovim
slojevima se nalazi gotovo 90% neurona MO polja. Vecina preostalih neurona nalazi se u
sloju VI (oko 12.000), dok se najmanje neurona (2,5%) nalazi u sloju I (manje od 3.000
neurona).

MO polje u §takora ima ukupni volumen koji prosje¢no iznosi oko 1,3mm’ (Slika 5-
41B). Najve¢i volumen imaju slojevi II/IIl (zajedno 0,63 mm’), dok slojevi I 1 V imaju
priblizno jednake volumene, pojedinaéno oko 0,3 mm?. Daleko najmanji volumen ima sloj VI
(0,09 mm®.

Prosje¢na gusto¢a u MO polju takora iznosi oko 87.000 neurona/mm’ (Slika 5-41C).
Ocekivano, od prosjeka, gustoca najviSe odstupa u sloju I, gdje je manja od 10.000
neurona/mm’. U svim preostalim slojevima gusto¢a je iznad 100.000 neurona/mm’, a najveéa
u sloju VI (oko 138.000 neurona/mm®). U slojevima II-V gustoéa je oko 25% manja i kreée se
prosjecno 106.000-109.000 neurona/mm’.

Kalretininski neuroni (Slika 5-42) predstavljaju 2,6% od ukupnog broja neurona u MO
polju stakora (Slika 5-42D) te ih prosjecno ima oko 3000 (Slika 5-42A). Oko dvije trecine
kalretininskih neurona smjesteno je u slojevima II/III (~2.000), a od preostalog broja polovica
se nalazi u sloju I, ne$to manje u sloju V, dok se samo 4% kalretininskih neurona nalazi u
sloju VI (Slika 5-42C),.

Najveca gustoca kalretininskih neurona je u slojevima II/IIl s priblizno 3.200
neurona/mm’ (Slika 5-42B). Zanimljivo je kako prosje¢na gustoéa kalretininskih neurona u
sloju I, koji ima barem deset puna manju gustocu neurona od ostalih slojeva, iznosi 1.600
neurona/mm’ te je veéa od gustoce kalretininskih neurona u slojevima V i VI gdje se krece

izmedu 1.400-1.500 neurona/mm’

. Stoga je i udio kalretininskih neurona u sloju I najveéi i
prosjecno iznosi oko 17%, §to je barem 15 puta viSe nego u slojevima V i VI. u U slojevima

II/III udio kalretininskih neurona je 3%.
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A. Ukupan broj neurona B. Ukupan volumen (mm?3)
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Slika 5-41: Na grafovima su prikazani podaci dobiveni analizom NeuN rezova medio-orbitalnog (MO) polja Stakora. (A)
Ukupan broj neurona po pojedinom sloju; (B) Ukupan volumen pojedinih slojeva (mm®); (C) Gustoéa neurona u pojedinom
sloju (broj neurona/mm’); (D) Postotna distribucija (%) od ukupnog broja neurona po slojevima.
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A. Ukupan broj kalretininskih neurona B. Gustoca kalretininskih neurona
(broj neurona/mm3)
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Slika 5-42: Na grafovima su prikazani podaci dobiveni analizom Kkalretininskih rezova medio-orbitalnog (MO) polja
§takora. (A) Ukupan broj neurona po pojedinom sloju; (B) Gustoéa neurona u pojedinom sloju (broj neurona/mm’); (C)
Postotna distribucija (%) od ukupnog broja kalretininskih neurona po slojevima; (D) Udio (%) kalretininskih neurona u
pojedinom sloju.
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5.2.1.2 Brodmannovo polje 14 kaudalno (14c) u majmuna

Izvorni podaci po pojedinoj Zivotinji, sa standardnim devijacijama i Gundersenovim
koeficijentom greske prikazani su u tablicama 5-5, 5-6 1 5-7.

U Brodmannovom polju 14c u majmuna (Slika 5-43) ukupan broj neurona prosje¢no
iznosi oko 800.000 (Slika 5-43A), Sto je sedam puta visSe nego u Stakora. Oko polovice
neurona (50%) smjesteno je u slojevima II/III, dok slojevi V 1 VI sadrZe priblizno jednak broj
neurona (145.000-182.000 neurona po sloju, priblizno 20% po sloju) (Slika 5-43D). U sloju I
nalazi se prosjec¢no 5,5% neurona (~40.000). Ovi podaci pokazuju kako u odnosu na Stakora
najveci porast u broju neurona imaju slojevi I i VI (12-15 puta).

Ukupan volumen u polju 14c prosje¢no iznosi oko 12mm? (Slika 5-43B), §to je gotovo
deseterostruko povecanje u odnosu na Stakora. Kao i u Stakora, najveci volumen imaju slojevi
II/I1I (zajedno 5,6mm?), dok ostali slojevi imaju priblizno jednake volumene u rasponu od 2-
2,5mm’ po pojedinom sloju. Ovdje treba naglasiti kako po ovom obiljeZju postoji jasna
razlika u odnosu na Stakora gdje sloj VI ima tri puta manji volumen u usporedbi sa slojem I 1
slojem V.

Prosje¢na gustoéa neurona u polju 14c¢ iznosi oko 63.000 neurona po mm’ (Slika 5-
43C), §to je za 30% manje od gustoce neurona u Stakora. Ocekivano, od prosjeka najvise
odstupa sloj I gdje gustoéa iznosi oko 20.000 neurona/mm’. U svim preostalim slojevima
gustoéa je priblizno jednaka i kreée se od 71.000-73.000 neurona/mm’. Najveée smanjenje
gusto¢e neurona je u sloju VI, gdje je u majmuna gusto¢a gotovo dvostruko manja nego u
Stakora. Zanimljivo je kako je u sloju I gusto¢a neurona kod majmuna dvostruko veéa no u

Stakora.
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A. Ukupan broj neurona B. Ukupan volumen (mm?3)
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Slika 5-43: Na grafovima su prikazani podaci dobiveni analizom NeuN rezova polja BA 14c majmuna. (A) Ukupan broj
neurona po pojedinom sloju; (B) Ukupan volumen pojedinih slojeva (mm®); (C) Gustoéa neurona u pojedinom sloju (broj
neurona/mm?’); (D) Postotna distribucija (%) od ukupnog broja neurona po slojevima.
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Kalretininski neuroni (Slika 5-44) predstavljaju 12,6% od ukupnog broja neurona u
polju 14c kod majmuna (Slika 5-44D), $to je gotovo Sesterostruko povecanje u odnosu na
Stakora. Njihov ukupan broj povecanje se 33 puta i iznosi oko 100.000 neurona (Slika 5-44A).

Vise od polovice kalretininskih neurona smjesteno je u slojevima II/III (~56.000
neurona), a preostali su priblizno jednako raspodijeljeni izmedu sloja I (~21.000 neurona) i
slojeva V 1 VI (~21.000 neurona) (Slika 5-44C). Laminarna distribucija kalretininskih
neurona pokazuje kako je kod majmuna u odnosu na Stakora oko 10% kalretininskih neurona
preraspodijeljeno izmedu slojeva I 1 VI (gdje se njihov udio povecava), te slojeva II/III gdje se
njihov udio smanjuje.

Najveca gustoca kalretininskih neurona je u sloju I, koji ima tri i pol puta manju
gusto¢u neurona od ostalih slojeva i gdje ona iznosi nesto vise od 10.000 neurona/mm’. Sli¢na
gustoéa je u slojevima II/III (nesto ispod 10.000 neurona/mm’), a u slojevima V i VI je ona
manja i kreée se izmedu 4.000-5.200 neurona/mm’ (Slika 5-44B). Povecanje gustoée
kalretininskih neurona kod majmuna u odnosu na Stakora iznosi oko tri puta za sve kortikalne
slojeve, osim za sloj I gdje se njihova gustoca povecava Sest puta. Stoga u sloju I kalretininski
neuroni ¢ine 50%, dok u sloju III ¢ine 14% populacije. Najmanje kalretininskih neurona

nalazimo u slojevima V (7,5%) i1 VI (5,5%).
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A. Ukupan broj kalretininskih neurona B. Gustoca kalretininskih neurona
(broj neurona/mm-")
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Slika 5-44: Na grafovima su prikazani podaci dobiveni analizom kalretininskih rezova polja BA 14c majmuna. (A) Ukupan
broj neurona po pojedinom sloju; (B) Gusto¢a neurona u pojedinom sloju (broj neurona/mm®); (C) Postotna distribucija (%) od
ukupnog broja kalretininskih neurona po slojevima; (D) Udio (%) kalretininskih neurona u pojedinom sloju.
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5.2.1.3 Brodmannovo polje 14 kaudalno (14c) u éovjeka

Izvorni podaci po pojedinom subjektu, sa standardnim devijacijama te i
Gundersenovim koeficijentom greske, prikazani su u tablicama 5-8, 5-9 te 5-10.

U Brodmannovom polju 14c u ¢ovjeka (Slika 5-45) ukupan broj neurona prosje¢no
iznosi blizu 4.700.000 (Slika 5-45A), §to je Sest puta viSe nego u majmuna. Tre¢ina neurona
(33%) nalazi se u sloju V, a neSto viSe neurona (~41%) smjeSteno je u slojevima II/III. U sloju
VI se nalazi dvostruko manje neurona (19%), dok je najmanji broj neurona u sloju I (7%)
(Slika 5-45D).

Ukupno povecanje broja neurona u ¢ovjeka u odnosu na majmuna je oko Sest puta, ali
je ono nesto vise izrazeno u sloju I 1 V (oko osam puta), a neSto manje (oko pet puta) u
slojevima II/III.

Povecanje u broju neurona tri puta je manje od povecanja volumena (Slika 5-45B), te
dolazi do dramati¢nog smanjenja gustoée neurona u odnosu na majmuna (prosje¢no oko tri
puta). Prosjena gustoéa neurona u polju l4c iznosi kod Covjeka oko 20.000 neurona/mm’
(Slika 5-45C), $to je gustoca koju ima ,,hipocelularni/hiponeuralni* sloj I u majmuna.

Sloj I kod &ovjeka ima gustoéu oko 9.000 neurona/mm’, §to je dvostruko manje nego
kod majmuna, a odgovara gusto¢i neurona u sloju I kod stakora. Najveca gusto¢a neurona je u
sloju V (nesto vise od 31.000/mm), 3to je za 50% vise od gustoée u preostalim slojevima.

Ukupan volumen u polju 14c kod &ovjeka prosjeéno iznosi blizu 220mm’ (Slika 5-
45B), te je to povecanje od gotovo dvadeset puta u odnosu na majmuna.

Kao i u $takora i majmuna, najvec¢i volumen imaju slojevi II/III (zajedno ~95mm?’),
nakon &ega slijedi sloj V s volumenom od priblizno 48mm?. Slojevi I i VI imaju priblizno
jednake volumene (~35-40mm’ po sloju).

Promatraju¢i odnose volumena izmedu slojeva vidljivo je kako kod ¢ovjeka u odnosu
na majmuna dolazi do relativnhog poveéanja u ukupnom volumenu sloja V i blagog smanjenja

udjela slojeva II/I1I.
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A. Ukupan broj neurona
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Slika 5-45: Na grafovima su prikazani podaci dobiveni analizom NeuN rezova polja BA 14c ¢ovjeka. (A) Ukupan broj
neurona po pojedinom sloju; (B) Ukupan volumen pojedinih slojeva (mm®); (C) Gustoéa neurona u pojedinom sloju (broj
neurona/mm?’); (D) Postotna distribucija (%) od ukupnog broja neurona po slojevima.
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Kalretininski neuroni (Slika 5-46) predstavljaju gotovo 15% od ukupnog broja
neurona u polju 14¢ kod ¢ovjeka (Slika 5-46D), §to je 20% viSe u odnosu na majmuna. Njihov
ukupan broj iznosi oko 700.000 (Slika 5-46A).

Vise od polovice (58,5%) kalretininskih neurona smjesteno je u slojevima II/III
(~400.000 neurona), a gotovo Cetvrtina (24%) smjestena je u sloju 1. U sloju V se nalazi
12,6% Xkalretininskih neurona, S§to je dva i1 pol puta viSe od sloja VI (5%) (Slika 5-46C).
Distribucija kalretininskih neurona po slojevima vrlo je slicna onoj kod majmuna.

U odnosu na majmuna gusto¢a kalretininskih neurona (Slika 5-46B) se smanjuje
prosjecno za tri puta, $to je razumljivo jer odgovara omjeru povecanja volumena slojeva i
povecanja ukupnog broja neurona.

Najveca gustoca kalretininskih neurona je u sloju I, koji ima dva do tri puta vecu
gustoéu neurona od ostalih slojeva, te iznosi oko 5.500 neurona/mm’. Za tre¢inu je manja
gustoéa u slojevima II/IIl (~4.000 neurona/mm’). Znalajno veéa gustoéa kalretininskih
neurona u sloju I naspram slojeva II/III kod covjeka predstavlja jasnu razliku prema majmunu
gdje je gustoca kalretininskih neurona kroz slojeve I-III priblizno jednaka.

Sloj V ima dvostruko manju gustoéu (~2.200 neurona/mm’), a daljnje smanjenje
vidljivo je u sloju VI (~950 neurona/mm?). Ova tendencija je sli¢na onoj u majmuna, s tom
razlikom §to kod majmuna sloj VI ima sam 20% manju gustocu kalretininskih neurona u sloju
V, dok je kod ¢ovjeka ona upola manja.

Najveci udio kalretininskih neurona u ukupnom broju nalazi se u sloju I, gdje su vise
od polovice (52%) neurona kalretininski (Slika 5-46C). U slojevima II/IIl viSe od petine
neurona (22%) su kalretininski, dok je taj postotak znacajno manji u slojevima V (6%) 1 VI
(4%).

U odnosu na majmuna udio kalretininskih neurona u slojevima II/IIl povecava se za
50%. U ostalim slojevima postotak neurona koji izrazavaju kalretinin vrlo je slican onome
kod majmuna, iako se moZe uociti smanjenje udjela u slojevima V 1 VI za oko 20%. Obzirom
na mali postotak neurona koji izraZzavaju kalretinin u ovim slojevima ta odstupanja se krecu

samo oko 1,5%.

102



A. Ukupan broj kalretininskih neurona
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Slika 5-46: Na grafovima su prikazani podaci dobiveni analizom kalretininskih rezova polja BA 14c ¢ovjeka. (A) Ukupan
broj neurona po pojedinom sloju; (B) Gusto¢a neurona u pojedinom sloju (broj neurona/mm?); (C) Postotna distribucija (%) od
ukupnog broja kalretininskih neurona po slojevima; (D) Udio (%) kalretininskih neurona u pojedinom sloju.
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5.2.2 Usporedba podataka izmedu vrsta

5.2.2.1 Promjene volumena slojeva, ukupnog broj neurona i gustoée neurona izmedu
analiziranih vrsta

Ukupan volumen u Brodmannovom polju 14c¢ kod Covjeka prosjecno iznosi blizu
220mm’, §to je poveéanje od osamnaest puta u odnosu na majmuna gdje ukupan volumen
iznosi oko 12mm’, a koje je gotovo devet puta veéi od ukupnog volumena medio-orbitalnog
(MO) polja u stakora koji prosjeéno iznosi oko 1,3mm’ (Slika 5-47). Stoga je ukupan
volumen polja 14c¢ kod ¢ovjeka 165 puta veéi od volumena MO polja Stakora.

Stopa promjene ukupnog volumena (Slika 5-47B) izmedu majmuna i covjeka ne
pokazuje znacajnija odstupanja po slojevima u odnosu na povecanje ukupnog volumena
(~18x), s tendencijom da se volumen u slojevima V 1 VI povecava nesto vise (~20x) od onoga
u slojevima I-III (~17x).

Za razliku od toga, kod povecanja volumena izmedu stakora i majmuna (shodno tome
1 izmedu Stakora 1 ¢ovjeka), priblizno se tri puta vise od prosjeka povecava volumen u sloju
VI. Takoder, povecanje volumena sloja I je 25-30% ispod prosjeka povecanja volumena.

Analiza postotnog udjela volumena pojedinih slojeva potvrduje kako promjene u sloju
I1u sloju VI nisu linearne (Slika 5-48). Zbog toga je postotni udio volumena sloja I (Slika 5-
48A) kod Stakora (23%) statisticki znacajno veci nego kod majmuna i ¢ovjeka (~16%), dok je
kod sloja VI (Slika 5-48D) on gotovo tri puta manji kod Stakora (6,6%) nego kod majmuna i
covjeka (16,5-18%). U svih vrsta volumen slojeva II/III je nesto ispod polovice (Slika 5-48B),
a sloja V oko petine ukupnog volumena (Slika 5-48C).

SaZimajuci, podaci o promjenama volumena ukazuju da u pravilu dolazi do linearnog
povecanja izmedu Stakora prema majmunu i ¢ovjeku, ali je nelinearno povecanje volumena
iznad prosjeka vidljivo je u sloju VI i nesto manje poveéanje od prosjeka u sloju I. Stoga ovi
podaci ukazuju na mogucu filogenetsku specijalizaciju unutar slojeva I 1 VI koja se zbiva

izmedu glodavaca i primata.
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A. Stopa povecanja volumena
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Slika 5-47: (A) Stopa povecanja volumena po slojevima izmedu vrsta; (B) Promjene volumena (mm?®) po slojevima izmedu
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A. Postotni udio (%) volumena sloja | B. Postotni udio (%) volumena slojeva l1&lII
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Slika 5-48: Usporedba postotnog (%) volumena izmedu analiziranih vrsta (volumen po sloju/ukupan volumen) (A) za sloj I,
(B) slojeve II/IL, (C) sloj Vi (D) sloj VI.
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U polju 14c covjeka ukupan broj neurona (NeuN) prosjecno iznosi blizu 4.700.000
(Slika 5-49B), Sto je Sest puta vise nego u majmuna (~800.000), a $to je pak sedam puta viSe
od stakora (~114.000). Stoga je broj neurona kod Covjeka Cetrdeset puta veéi nego kod
Stakora.

Primjetno je da stopa povecanja broja neurona izmedu Stakora i majmuna, te majmuna
1 Covjeka priblizno ista (Slika 5-49A). To je znacajno drugacije od promjene volumena koji
ima dvostruko vecu stopu povecanja izmedu majmuna i ¢ovjeka, nego izmedu Stakora i
majmuna.

Stopa promjene ukupnog broja neurona izmedu Stakora i majmuna pokazuje dvije
razli¢ite tendencije (Slika 5-49A); jednu tendenciju imaju slojevi II-V, gdje se broj neurona
poveca za priblizno Sest puta. U preostalim slojevima povecanje je dvostruko vece; nesto je
vece u sloju I (14,6x) nego u sloju VI (12,4x).

Stopa promjene izmedu majmuna i covjeka pokazuje da svaki sloj ima razli¢itu
dinamiku promjena, s time da su najveca odstupanja u slojevima II/IIl (povecanje ~5x)
naspram V (povecanje ~8,5x), a §to je potpuno suprotno od promjene koja se zbiva izmedu
Stakora i majmuna gdje ovi slojevi imaju priblizno isto povecanje.

Povecanje broja neurona do kojega dolazi izmedu majmuna i ¢ovjeka je nesto veée u
sloju I (~7,5x) nego u sloju VI (~6x), Sto je blisko relativnoj razlici stope povecanja izmedu
ova dva sloja koja je prisutna izmedu Stakora i majmuna.

Zbog toga je najveca stopa povecanja u broju neurona izmedu Stakora i Covjeka
(ukupno za sve slojeve iznosi 41x) prisutna u sloju I (111x), a gotovo dvostruko vece
povecanje od prosje¢nog primjetno je i u sloju VI (76x). Pomalo je iznenadujuce da se ukupan
broj neurona u slojevima II/IIl najmanje povecava (28,5x), gotovo dvostruko manje nego u

sloju V (48,5x).
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A. Stopa promjene ukupnog broja neurona (NeuN)
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Slika 5-49: (A) Stopa povecanja ukupnog broja neurona (NeuN) izmedu vrsta; (B) Promjene ukupnog broja neurona po
slojevima izmedu vrsta.
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Analiza postotnog udjela broja neurona po pojedinom sloju pokazuju tendenciju da se
promjene u slojevima I-III odvijaju linearno kroz sve analizirane vrste, dok se promjene u
slojevima V 1 VI zbivaju na razini dvije vrste (Slika 5-50).

Tako do poveéanja udjela neurona u sloju VI (Slika 5-50D) dolazi izmedu Stakora
(10%) 1 majmuna (19%), dok se povecanje udjela neurona sloja V deSava izmedu majmuna
(23%; Stakor 27%) 1 Covjeka (33%) (Slika 5-50C).

Za razliku od toga, povecanje udjela neurona u sloju I pokazuje statisticki znacajnu
razliku izmedu Stakora (2,5%) 1 majmuna (5,5%), te Stakora i Covjeka (7%) (Slika 5-50A). U
tom smislu, promjene su slicne onima u sloju VI, ali uz daljnju tendenciju povecanja udjela
broja neurona u sloju I izmedu majmuna i Covjeka.

S druge strane, udio neurona u sloju II/III statisticki je manji kod Covjeka (40%) kada
se usporedi sa majmunom (50%) i sa Stakorom (60%) (Slika 5-50 B).

U pogledu razlika medu vrstama, promjene u sloju II/IIT zbivaju se na istoj razini kao i
u sloju V, ali u suprotnom smjeru. Medutim, tendencija da se udio neurona u sloju II/IIT
smanjuje prisutna je ve¢ izmedu Stakora i majmuna.

Sazimajucéi, podaci o promjenama broja neurona po slojevima pokazuju daleko vecu
reorganizaciju u slojevima I i VI izmedu Stakora i majmuna, §to jasno ukazuje na mogucu
filogenetsku specijalizaciju unutar slojeva I 1 VI koja se zbiva na razini izmedu glodavaca i
primata.

Ovdje treba spomenuti da je daljnja tendencija povecanja slozenosti strukture sloja I
prisutna i izmedu majmuna i ¢ovjeka.

Posebno izrazene razlike izmedu majmuna i covjeka prisutne su u slojevima Il/I1I, te
sloju V. Ovo ukazuje na funkcionalnu specijalizaciju ovih slojeva primarno kroz evoluciju u
primata, iako je tendencija smanjenja udjela neurona u slojevima II/III prisutna ve¢ izmedu

Stakora i majmuna.
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A. Postotni udio (%) neurona u sloju | B. Postotni udio (%) neurona u slojevima l1&llI
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Slika 5-50: Usporedba postotnog (%) udjela neurona (NeuN) izmedu analiziranih vrsta (broj neurona u sloju/ukupan broj
neurona; NeuN/NeuN) (A) u sloju I, (B) u slojevima II/I11, (C) u sloju V, (D) u sloju VI.
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Prosje¢na gusto¢a neurona (Slika 5-51) u polju 14c iznosi kod Covjeka oko 20.000
neurona po mm’, §to je vrijednost gustoée koju ima ,hipocelularni/hiponeuralni sloj I u
majmuna (Slika 5-43C).

To ukazuje na dramaticno smanjenje gusto¢e neurona kod Covjeka u odnosu na
majmuna, gdje je ona tri puta veéa i iznosi 63.000 neurona/mm’. Znadajna razlika u gustoéi
neurona prisutna je i u usporedbi s MO poljem Stakora, jer se gusto¢a kod majmuna znacajno,
ali ne toliko dramatiéno smanjuje, te ona kod 3takora iznosi 87.000 neurona/mm’. Ovi podaci
pokazuju da je gusto¢a neurona u MO polju Stakora Cetiri i pol puta veca nego u polju l4c
covjeka.

Obzirom na razlike u stopi promjena volumena i stopi promjena ukupnog broja
neurona po slojevima izmedu analiziranih vrsta, jasno je kako postoje znacajne razlike u
gusto¢i neurona izmedu slojeva kod jedne vrste, kao i u stopi promjena gustoce izmedu vrsta
(Slika 5-51).

To je najvise izrazeno u sloju I, gdje je gusto¢a neurona priblizno jednaka kod Stakora
i Govjeka (~10.000 neurona/mm?’), dok je u majmuna ona dvostruko veéa.

U svim ostalim slojevima postoji ista tendencija statistiCki znacajnog smanjivanja
gustoce neurona od Stakora prema ¢ovjeku.

Kod majmuna je gustoa u svim preostalim slojevima priblizno jednaka (71.000—
73.000 neurona/mm’), dok je kod $takora gustoéa u sloju VI za 30% veéa (~138.000
neurona/mm’) od one u ostalim slojevima (~106.000-109.000 neurona/mm?’).

Kod ¢ovjeka vec¢a gustoéa neurona je u sloju V (~31.000/mm?), dok je u ostalim

slojevima ona u razini prosjeka polja (~20.000/mm°).
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A. Prosjeéna gustoca neurona B. Slojevi lI&Ill (broj neurona/mm3)
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Slika 5-51: Usporedba gustoée (broj/mm®) neurona (NeuN) izmedu analiziranih vrsta: (A) za sve slojeve, (B) slojeve II&III,
(C) sloj Vi (D) sloj VI.
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Kako je gusto¢a neurona odraz kompleksnosti dendritickog stabla, te gustoce aksona i
broja sinaptickih kontakata izmedu neurona, zanimljivo je analizirati u kojim slojevima
gustoca znacajno odstupa od prosjeka, te kakve su razlike izmedu vrsta (Slika 5-52).

Najdramati¢nije razlike su ovdje vidljive u sloju I, koji je kod Stakora doista
,hipocelularni/hiponeuralni jer je gustoca na razini jedne desetine prosjecne gustoce, dok
kod Covjeka gusto¢a odgovara gotovo polovici prosjecne gustoce (Slika 5-52A).

Osim sloja I, jedini sloj koji pokazuje gustocu ispod prosjeka je sloj II/III kod covjeka
(Slika 5-52B).

Zanimljivo je da gustoca neurona u sloju V za vise od 50% premasuje prosjecnu
gustocu (Slika 5-52C).

Jos§ je jedino u sloju VI gustoca u tolikoj mjeri vec¢a od prosjecne, dok je u preostalim
slojevima kod svih analiziranih vrsta gusto¢a vecéa za najvise 20% (Slika 5-52D).

Sazimajuci, podaci o gusto¢i ukazuju na znaCajnu reorganizaciju unutar svih
kortikalnih slojeva, a koje su specificne za sloj i vrstu.

Tako ovi podaci ukazuju da se slozenost neuralne morfologije i broja veza kod
covjeka posebno povecava u slojevima II/III. P

Povecéanje gustoée u sloju V, a gdje se broj neurona u odnosu na majmuna najvise
povecava, ukazuje kako je za funkcionalnu specijalizaciju ovog sloja kod Covjeka potreban
primarno veci broj neurona, a ne slozenija morfologija i povecanje medusobnih veza.

Takoder je vidljivo da se dramati¢no usloznjava neuralna struktura sloja I. S obzirom
na izrazito malu gusto¢u neurona, koja najvjerojatnije odgovara gustoéi neurona bijele tvari,
kod Stakora je ocCito da ovaj sloj ima primarnu funkciju u inter-arealnoj interakciji jer ga
ispunjavaju aksoni koji dolaze od neurona drugih slojeva. Za razliku od toga, kod primata, a
posebno izrazeno kod ¢ovjeka, sloj I vise nije ,,hiponeuralni® ve¢ po gustoci i udjelu neurona
predstavlja doista pravi kortikalni sloj.

Smanjivanje gustoce uz izrazito povecanje broja neurona u sloju VI do kojega dolazi
izmedu majmuna i covjeka ukazuje da je za funkcionalnu specijalizaciju ovog sloja kod

primata potreban veci broj neurona, ali i njihova sloZenija morfologija.
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A. Sloj | - relativna gustoda neurona B. Slojevi l1&lll - relativna gusto¢a neurona
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Slika 5-52: Relativna gustoca (gustoca u sloju/gustoca u cijelom polju) neurona (A) u sloju I, (B) u slojevima II/I11, (C) u sloju
V, (D) u sloju VL.
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5.2.2.2 Promjene udjela, broja i distribucije kalretininskih neurona izmedu analiziranih
vrsta

Kalretininski neuroni predstavljaju 12,6% od ukupnog broja neurona u polju 14c kod
majmuna, §to je gotovo Sesterostruko povecanje u odnosu na MO polje Stakora gdje oni
predstavljaju 2,6%. Kod covjeka se udio kalretininskih neurona povecava za jo§ 20% u
odnosu na majmuna, pa oni tako u polju 14c ¢ine gotovo 15% od ukupnog broja neurona
(Slika 5-53A).

Gusto¢a kalretininskih neurona je najveCa u majmuna, s obzirom da se udio
kalretininskih neurona povecava daleko vise od smanjenja gusto¢e. U majmuna, gustoca
kalretininskih neurona je gotovo Cetiri puta veca nego u Stakora te viSe od dva puta veca u
odnosu na ¢ovjeka (Slika 5-53B).

Ovo smanjenje gustoce kalretininskih neurona kod ¢ovjeka je posljedica dramati¢nog

smanjenja gusto¢e neurona uz samo blago povecéanje udjela kalretininskih neurona.

A. Udio (%) kalretininskih neurona B. Gustoca kalretininskih neurona
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Slika 5-53: (A) Postotak kalretininskih neurona (CR) u odnosu na cjelokupnu populaciju neurona
(NeuN); (B) Gustoéa kalretininskih neurona (broj neurona/mm’) u MO polju $takora, te polju 14c majmuna i

covjeka
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Najve¢i udio kalretininski neuroni imaju u svih analiziranih vrsta u sloju I (Slika 5-
54A), pa polovicu od ukupnog broja neurona u ovom sloju predstavljaju kod majmuna
(50,5%) 1 ¢ovjeka (52%), dok je kod Stakora taj udio trostruko manji (16,5%).

Kod ¢ovjeka u slojevima II/IIT (Slika 5-54B) vise od petine neurona (22%) (Slika 5-
54B) su kalretininski $to je Cetiri puta vise nego u slojevima V (6%) 1 VI (5%) (Slika 5-
54C,D).

U usporedbi s majmunom (13,5%) povecanje udjela u slojevima II/I11 je vece od 50%,
a u usporedbi sa Stakorom to je povecanje za viSe od osam puta. Statisticka analiza jasno
pokazuje na linearno povecanje udjela kalretininskih neurona u slojevima II/III kroz sve
analizirane vrste, iako razlika izmedu majmuna i ¢ovjeka nije statisticki znacajna, ali je vrlo
blizu ove razine (p=0,06).

Kako je u studiji uklju¢en minimalan broj subjekata koji omogucava statisticku
analizu, nije mogucée napraviti analizu isklju¢ivanjem subjekata koji odstupaju od medijana.
Medutim, pregled vrijednosti po subjektima kod majmuna (10,3%; 14,8%; 15,7%) 1 Covjeka
(14,1%; 23,7%; 28,1%) jasno ukazuje na znacajne razlike u proporciji kalretininskih neurona
izmedu majmuna i covjeka u slojevima II/I11.

Ovdje treba spomenuti i kako su podaci kod majmuna dobiveni na perfundiranim
zivotinjama, S§to nije bio slucaj kod Covjeka. U tom smislu je teSko procijeniti da li se pad
proporcije izmedu majmuna i ¢ovjeka koji je vidljiv u slojevima V (7,6% naspram 5,8%) 1 VI
(5,4% naspram 3,8%) moze pripisati metodoloSkim razlozima ili se radi o stvarnim razlikama.
No kako omjer izmedu proporcije u slojevima II/III sa slojevima V i VI kod majmuna iznosi
priblizno dva puta (1,8 1 2,5), a kod ¢ovjeka je dvostruko ve¢i (3,8 1 5,8), ovi podaci prilicno
jasno govore u prilog promjenama u proporciji kalretininskih neurona unutar slojeva izmedu
majmuna i ¢ovjeka.

Zanimljivo je kako su razlike u omjeru ovih proporcija za Stakore sli¢ne vrijednostima
kod majmuna (2,2 i 2,5). Ovdje treba uzeti i mogucénost da postoje znacajne interindividualne

razlike izmedu pojedinaca u udjelu kalretininskih neurona.

116



A. Udio (%) kalretininskih neurona u sloju | B. Udio (%) kalretininskih neurona u
slojevima l1&llI

60 s T > 30
p=0,005 I
50 25
40 20
<> e
p=0,03 p=0,06

30 15 T
20 10

5

T 1 0 __- T T 1
Stakor Majmun Covjek Stakor Majmun Covjek

C. Udio (%) kalretininskih neurona u sloju V D. Udio (%) kalretininskih neurona u sloju VI

10 10
I p=0,01 p=0,08
8 8
<—>
p=0,006
6 6
<>
p=0,04

4 4 Il

| | I

0 _j T T 1 0 _ T 1

Stakor Majmun Covjek Stakor Majmun Covjek

Slika 5-54: Postotak kalretininskih (CR) neurona u odnosu na cjelokupnu populaciju neurona (A) u sloju I, (B) u slojevima
/111, (C) u sloju V, (D) u sloju VI.

117



Ukupan broj kalretininskih neurona u polju 14c kod Covjeka iznosi prosjecno oko
700.000, $to je sedam puta (7x) viSe nego u majmuna (~100.000), koji ima trideset i tri puta
(33x) viSe kalretininskih neurona nego Stakor (~3.000). To znaci da je ukupno povecanje
izmedu Stakora i Covjeka 235 puta (Slika 5-55B).

Najveca stopa porasta (Slika 5-55A) ukupnog broja kalretininskih neurona izmedu
Stakora i majmuna prisutan je u sloju VI (64x), a nakon toga u sloju I (45x). Ovdje treba uzeti
u obzir znacajno iznad prosjecno povecanje u ukupnom broju neurona (NeuN) u ovim
slojevima.

U slojevima II-V broj kalretininskih neurona povecava se oko trideset puta (30x).

Izmedu majmuna i covjeka ukupan broj kalretininskih neurona poveca se u prosjeku
sedam puta (7x), a od tog prosjeka znacajnije odstupa jedino povecanje broja u sloju VI gdje
se broj kalretininskih neurona povecéa za nesto vise od Cetiri puta (4x).

Kada se usporeduje porast u broju kalretininskih neurona izmedu Stakora i ¢ovjeka
vidljivo je kako se znacajno iznad prosjeka (235x) povecava broj kalretininskih neurona u
sloju I (344x), a iznad prosjeka je povecanje 1 u sloju VI (278x). Povecanje u slojevima II-V

je nesto malo ispod prosjeka (207-211x).
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A. Stopa promjene ukupnog broja kalretininskih neurona
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Slika 5-55: (A) Stopa povecanja ukupnog broja kalretininskih neurona (NeuN) izmedu vrsta; (B) Promjene ukupnog broja

kalretininskih neurona po slojevima izmedu vrsta.
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Distribucija kalretininskih neurona po slojevima ne pokazuje razlike u glavnom
principu distribucije (Slika 5-56).

Vise od polovice kalretininskih neurona smjesteno je kod svih vrsta u slojevima II/III
(Slika 5-56B), nakon toga slijedi sloj I gdje je smjesteno oko petine neurona (Slika 5-56A).

Za sloj V (Slika 5-56C) je karakteristicno da ima najmanje razlike u odstupanju
izmedu vrsta (12,6-14,4%).

Najmanje kalretininskih neurona smjeSteno je u sloju VI (Slika 5-56D); zanimljivo je
da priblizno iste vrijednosti imaju Stakor (4,2%) i1 covjek (5%), dok je kod majmuna taj
postotak nesto veéi (7,8%), s tendencijom statisti¢ki znacajnih razlika (p=0,06).

Iako je u slojevima II/IIl smjesten najveci broj kalretininskih neurona kod svih vrsta,
ipak postoji statisticki znacajno smanjenje u proporciji izmedu Stakora (65,3%) naspram
majmuna i ¢ovjeka (56,5-58,5%).

Takoder, u sloju I, gdje je kod svih vrsta smjeStena sljedeca po brojnosti skupina
kalretininskih neurona, postoji statisticki znacajno povecanje izmedu Stakora (16,1%)
naspram majmuna i covjeka (22-24%).

Podaci o porastu broja i promjenama udjela kalretininskih neurona jasno pokazuju
kako izmedu Stakora i majmuna dolazi do znacajno veceg porasta u broju kalretininskih u
odnosu na porast u ukupnom broju neurona kroz sve analizirane slojeve. Ono §to je posebno
zanimljivo je da izmedu majmuna i covjeka u cjelini dolazi do povecanja udjela kalretininskih
od priblizno 20%, no da promjene pokazuju razlicitu tendenciju izmedu slojeva.

U slojevima II/III se udio povecéa za 50% $to je razlicito od slojeva V 1 VI gdje se udio
kalretininskih neurona smanjuje za treCinu. U ova dva sloja daleko je najmanji udio
kalretininskih neurona u ukupnoj populaciji, dok u slojevima II/III vise od petine, a u sloju I
polovica neurona, izrazavaju kalretinin.

Ovi podaci ukazuju na znacajno drukc¢iji ustroj lokalnih neuralnih krugova i

interkolumnarnu interakciju u povr$nijim u odnosu na dublje kortikalne slojeve.
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Slika 5-56: Usporedba postotnog (%) udjela kalretininskih neurona izmedu analiziranih vrsta (broj kalretininskih neurona u
sloju/ukupan broj kalretininskih neurona; CR/CR) (A) u sloju I, (B) u slojevima II/IIL, (C) u sloju V, (D) u sloju VI.
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5.2.2.3 Razlike u tendenciji promjena kalretininskih neurona i ukupnog broja neurona
izmedu kortikalnih slojeva

Kako u smislu ulaznih i izlaznih projekcija postoji znacajna razlika izmedu povr$nijih
i dubljih slojeva, zanimljivi podaci mogu se dobiti usporedujuéi stopu promjena u slojevima
II/IIT koji su izvor kortiko-kortikalnih projekcija, sa slojevima V 1 VI koji su izvor kortiko-
subkortikalnih projekcija (Slika 5-57).

Prvi podatak koji je bio neocekivan je znacajno i linearno smanjenje od Stakora (60%)
prema covjeku (40%) u postotku neurona MO 1 polja 14c koji se nalaze u slojevima II/III
(Slika 5-57A). To konkretno znaci da se omjer broja neurona smjestenih u slojevima II/I11
naspram broja neurona u slojevima V 1 VI prepolovio od Stakora prema covjeku.

Iako se u slojevima II/III radi o linearnom i kontinuiranom smanjenju udjela izmedu
svih vrsta, treba spomenuti da jedino u ovim slojevima nema znacajne razlike od prosje¢nog
povecanja do kojeg dolazi izmedu vrsta, S$to nije slucaj za slojeve V i VI. Tako je u sloju VO
povecanje broja neurona dvostruko vece od prosjeka izmedu Stakora i majmuna, a izmedu
majmuna i ¢ovjeka stopa povecanja neurona u sloju V je dvostruko vecéa od one u sloju II/II1.

Stoga je smanjenje udjela neurona u sloju II/III posljedica neproporcionalnog
povecanja broja neurona u slojevima V i VI izmedu navedenih vrsta.

Sto se ti¢e kalretininskih neurona, omjer u broju kalretininskih neurona izmedu slojeva
II/III naspram V/VI nije se znacajnije promijenio kroz vrste (Slika 5-57C), uz opasku da je
kod majmuna 20-25% manji (2,7) nego kod Stakora (3,6) i ¢ovjeka (3,4) (Slika 5-57B).
Medutim omjer vrijednosti udjela kalretininskih neurona u slojevima II/III naspram V/VI
pokazuje dvostruko vece vrijednosti kod ¢ovjeka (4,4) nego kod majmuna i Stakora (2,2). Ovi
podaci dodatno pokazuju na vaznost povecanja proporcije kalretininskih neurona u slojevima

/111
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Slika 5-57: (A) Omjer ukupnog broja neurona (NeuN) izmedu slojeva II/III naspram V i VI; (B) Omjer ukupnog broja
kalretininskih neurona izmedu slojeva II/IIl naspram V i VI; (C) Omjer postotnog udjela (%) kalretininskih neurona u
slojevima II/III naspram V i VI.
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Promatraju¢i odnos stope povecanja broja kalretininskih neurona i1 stope povecanja
broja svih neurona (Slika 5-58), vidljivo je kako su promjene do kojih dolazi izmedu Stakora i
majmuna relativno stabilne kroz slojeve.

Prosjecno povecanje broja kalretininskih neurona je pet puta vece od povecanja broja
svih neurona, te je taj odnos prisutan u svim slojevima, izuzev sloja I gdje je taj odnos tri puta
(Slika 5-58A). Treba dodusSe spomenuti da je stopa povecanja ukupnog broja neurona u sloju I
1 VI viSe od dva puta veéa nego u ostalim slojevima, a u sloju I je i udio kalretininskih
neurona u ukupnoj populaciji najveéi, u Stakora petnaest puta ve¢i nego u sloju VI.

Izmedu majmuna i covjeka, stopa povecanja broja kalretininskih neurona u odnosu na
povecanje broja svih neurona ne pokazuje da se u polju 14c broj kalretininske populacije
povecava znacajno viSe od ukupnog broja neurona (Slika 5-58B). Medutim, podaci po
slojevima pokazuju kako je u slojevima II/IIl stopa povecanja broja kalretininskih neurona
50% veca od ukupnog povecanja broja neurona, dok je u slojevima V/VI stopa povecanja
broja kalretininskih neurona manja od ukupnog povecanja (Slika 5-58B,C).

VaZnost povecanja udjela kalretininskih neurona u slojevima II/III jasno je vidljiva
promatrajuci stopu povecanja broja kalretininskih neurona prema povecanju ukupnog broja
neurona. Ovi podaci ukazuju na znacaj eksponencijalnog povecanja u broju kalretininskih

neurona u slojevima II/I1I kroz filogenezu medio-orbitalnog prefrontalnog korteksa.
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Slika 5-58: Omjer stope povecanja broja kalretininskih neurona naspram stope povecanja ukupnog broja (NeulN) neurona (A)
izmedu Stakora i majmuna, (B) izmedu majmuna i ¢ovjeka, te (C) izmedu Stakora i covjeka.
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6. RASPRAVA

6.1  Metodoloska ogranic¢enja u komparativnim studijama organizacije neuralne
mreZe kore velikoga mozga

Pitanje o tome da li je organizacija neuralne mreze u ¢ovjeka sustinski drukc¢ija od one
u malih eksperimentalnih Zivotinja uglavnom izaziva podijeljena miSljenja unutar
neuroznanstvene zajednice te se Cesto viSe doimlje kao ideoloski sukob, nego kao
argumentirana rasprava (1).

Zagovornici stava koji smatraju kako je razlika u strukturi neuralne mreze kore
velikoga mozga do koje dolazi tijekom evolucije sisavaca samo kvantitativni pomak, medu
temeljnim istraziva¢ima predstavljaju izrazitu veéinu. Kao glavni argument koji je doista
tesko jednostavno oboriti, postavljaju podatke o tome kako je vrlo rijetko slucaj da neuralne
strukture koje nalazimo kod c¢ovjeka nemaju barem u rudimentarnom obliku neki korelat u
misa i Stakora.

Medutim, ovako pojednostavljeno razmisljanje ne uzima u obzir kako je zapravo
neuralna mreza kore velikoga mozga izrazito slozen sustav s interakcijom velikog broja
morfoloski, molekularno 1 elektrofizioloSki definiranih subpopulacija neurona. Stoga
promjene u proporciji odredenih populacija neurona mogu sustinski promijeniti strukturu
neuralne mreze, a posljedicno i njezina funkcionalna svojstva (1).

Drugi ¢imbenik koji ograni¢ava razumijevanje promjena kortikalne neuralne mreze
odnosi se na pronalazenje homolognih polja za usporedbu (134, 135). Najznacajnije promjene
organizacije neuralne mreze dogadaju se u najviSim asocijativnim podrucjima za koja se
smatra da i nemaju jasne korelate u Stakora (134). Osim toga, studije koje su istrazivale
proporcije odredenih populacija neurona Cesto su metodoloSki neujednacene te ukljucuju
samo bazi¢nu kvantitativnu analizu.

Zakljuc¢ivanja o razlikama izmedu vrsta, ili o regionalnim i laminarnim razlikama
unutar iste vrste, najéeS¢e se temelje na podacima dobivenim iz razli¢itih studija s

neujednac¢enim metodoloskim pristupom.
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Stoga je prioritet u oblikovanju ovog istrazivanja bio staviti naglasak na metodologiju
kojom ¢e biti moguce dobiti detaljne 1 konzistentne podatke o laminarnim promjenama u
ukupnom broju neurona i broju kalretininskih neurona do kojih dolazi izmedu analiziranih
vrsta. To je bio glavni razlog zasto je umjesto jednostavne kvantitativne analize veceg broja
polja provedena stereoloSka analiza unutar jasno definiranog homolognog polja asocijativnog
korteksa. Na ovaj nain dobiveni su precizni podaci o promjenama specificnim za pojedine
slojeve koje se dogadaju kroz evoluciju sisavaca, a kasnije 1 evoluciju primata.

Do sada nema niti jedne studije koja je na ovako detaljan i konzistentan nacin
analizirala promjene po slojevima izmedu razli¢itih vrsta u ukupnom broju neurona, kao i u
broju odredenih subpopulacija neurona. Razlog se nalazi u metodoloskoj zahtjevnosti
stereoloske analize; od sustavnog rezanja blokova koji sadrze cijelo polje od interesa, do
velikog broja imunohistokemijskih eksperimenata, delineacije polja te same mikroskopske
analize i1 na kraju analize podataka. Stoga je vrlo teSko ovakvu analizu u¢initi u vise polja pa
se najcesc¢e koriste ne-stereoloski nacini kvantitativne analize.

Analiza u ovom istrazivanju je jednim dijelom ukljucila i prekomjerni probir te je
pokazala da bi u slu¢aju minimalnog stereoloskog probira odstupanja od ovih podataka
iznosila najvise 10%. Ona je dakle pokazala da bi se koriStenjem ,,ekonomiziranog* pristupa
dobili konzistentni i vjerodostojni podaci koji ne bi znacajno odstupali do stvarnih vrijednosti.

Medutim, ova studija je pokazala i to da ,,jednostavne* kvantitativne analize na kojoj
se temelje rezultati o proporciji neurona u odredenom sloju mogu dovesti do nevjerodostojnih
podataka. U studijama u kojima se analizira promjena unutar stupi¢a koji zahvaéa istu
povrsinu (u dubinskoj dimenziji) kroz sve slojeve (7, 83) ili promatra ograni¢eno podrucje
odredenog sloja iste povrSine u susjednim rezovima, ne uzima se u obzir da postoji razlika u
dubinskoj povrsini odredenog sloja. PovrSina plohe koja granici sa susjednim slojevima moze
se znacajno razlikovati izmedu povrSnih i dubokih slojeva. Naime, u Stakora koji ima
lizencefalicki mozak dubinska povrsina sloja smanjuje se od gornjih (povrSinskih-blizih piji)
slojeva do donjih (dubinskih-bliZih bijeloj tvari) slojeva. Sli¢no je kod girificiranih vrsta kada
se radi o regijama smjeStenih u vrhu vijuge, dok je za one u dubini brazde obrnuto.

Stoga kvantitativna analiza koja ne ukljucuje dvodimenzionalno razgranienje

cjelokupnog polja moze rezultirati izrazito nevjerodostojnim i nekonzistentnim rezultatima.
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6.2  Zajednicka obiljeZja i razlike neuralne strukture medio-orbitalnog polja u

Stakora i polja 14c u majmuna i Covjeka

Kvalitativna citoarhitektonska analiza je pokazala da, bez obzira na povecanje debljine
korteksa, analizirana polja u sve tri vrste pokazuju jasna zajednicka svojstva i zadovoljavaju
stroge kriterije da se definiraju kao homologna polja. Uz to, analiza aferentnih projekcija
medio-orbitalnog polja u Stakora pokazuje jasnu homologiju s projekcijama opisanima za
medijalna orbitalna polja u primata. Posebno je vazno za homologiju s poljem 14c da postoje
jasne projekcije koje dolaze iz CA1 polja hipokampusa koje su specificne samo za ovo polje
medijalnog 1 orbitalnog prefrontalnog korteksa primata (158).

Kvalitativno je najupecatljivija promjena u debljini korteksa koja se posebno povecava
izmedu majmuna i ¢ovjeka, gdje dolazi i do znacajnog smanjivanja gusto¢e neurona (80, §3).
Kvantitativni podaci pokazuju velik porast u broju neurona kroz sve slojeve te povecanje
volumena svih slojeva. Povecanje volumena je veée od stope povecanja ukupnog broja
neurona do kojega dolazi izmedu majmuna i ¢ovjeka.

To govori u prilog zna¢ajnom poveéanju morfologije dendritickog stabla, broja sinapsi
i gusto¢e aksona kroz evoluciju sisavaca, $to se posebno intenzivira tijekom evolucije kore
velikoga mozga Covjeka. Kvantitativni podaci pokazuju da promjene u broju i1 gustoci
neurona nisu ravnomjerno zastupljene kroz sve slojeve. One takoder pokazuju razli¢it obrazac
promjena u evoluciji od Stakora do majmuna te razli¢it obrazac kroz evoluciju primata prema
covjeku.

Promjene specificne za odredene slojeve, a koje su u analiziranim poljima vidljive kod
covjeka 1 majmuna u odnosu na Stakora, odnose se na neproporcionalno povecanje broja
neurona u slojevima I i VI. Broj neurona u sloju I poveca se u majmuna 15 puta u odnosu na
Stakora, §to je dvostruko viSe u odnosu na vecinu ostalih slojeva. Broj neurona se u sloju I
povecava dvostruko vise od povecanja volumena pa je tako ovaj sloj jedini koji u majmuna

ima vecu gustocu neurona nego u Stakora.
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Zanimljivo je kako gustoc¢a neurona u sloju I kod majmuna dosegne gustocu neurona u
slojevima II/III kod ¢ovjeka. Ovo povecanje gusto¢e izmedu Stakora i majmuna samo po sebi
dovodi do povecanja udjela neurona u volumenu sloja. Kako se istovremeno moze ocekivati
da su ti neuroni i sloZenijeg dendritickog stabla te da kod majmuna u volumenu vise
participira i razgranjenje apikalnog dendrita piramidnih neurona, moze se zakljuciti kako
dolazi do znacajnog smanjenja udjela horizontalnih vlakana u strukturi sloja I.

U sloju I je kod Stakora smjesteno samo 2% kortikalnih neurona te je to primarno
fibrilarni sloj izrazito znacajan za inter-arealnu komunikaciju. To se najbolje vidi na primjeru
volumena koji je kod Stakora samo dva puta manji od volumena subkortikalne bijele tvari
koja takoder sadrzi odreden broj neurona. Nasuprot tome, kod ¢ovjeka je u polju 14c gotovo
7% kortikalnih neurona smjesteno u sloju I, s neuralnom gusto¢om samo upola manjom od
prosjecne gustoce korteksa. Takoder, volumni udio sloja I se smanjuje za tre¢inu kod
majmuna i ¢ovjeka u odnosu na Stakora.

Stoga je vidljivo kako sloj I u Stakora predstavlja fibrilarni — izrazito ,,hiponeuralni*
sloj, koji po strukturi ima viSe sli¢nosti s bijelom tvari nego s kortikalnim slojevima. Za
razliku od toga, u ¢ovjeka ovaj sloj predstavlja pravi neuralni sloj s malom gusto¢om neurona.
To pokazuje da dolazi do sustinskih promjena u funkcionalnim svojstvima sloja I izmedu
glodavaca 1 primata.

Obzirom na razvojne karakteristike sloja I, ve¢ina neurona koja se ovdje nalazi kod
Stakora predstavlja neurone rodene u ranom fetalnom razdoblju koji svoju ulogu imaju
primarno u regulaciji migracije neurona i urastanju aferentnih vlakana (23, 159-162). Za
razliku do toga, u ukupnoj populaciji neurona sloja I ova subpopulacija predstavlja samo
manji dio te ovdje dominiraju neuroni koji se ravnomjerno stvaraju tijekom cijele prve
polovice trudnoce kao i neuroni ostalih kortikalnih slojeva i dio su odrasle kortikalne mreze
(163).

Druga izrazita razlika izmedu Stakora i majmuna odnosi se na sloj VI u kojemu se broj
neurona povecava po dvostruko vecoj stopi nego je slucaj u ostalim slojevima. Povecanje
volumena je jo$ i vece te se odvija po trostruko vecoj stopi od prosjecne. Kao rezultat ovih

promjena kod majmuna i ¢ovjeka gotovo petina neurona smjestena je u sloju VI.
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Zanimljivo je takoder da sloj VI u usporedbi sa svim ostalim kortikalnim slojevima
bas kod Stakora ima najveéu gustocu neurona te se na temelju toga moze zakljuciti da se u
njemu nalaze neuroni s najjednostavnijim dendritickim stablom. Nasuprot tome, kod ¢ovjeka
je gustoc¢a neurona u sloju VI samo malo veca od gusto¢e neurona u slojevima II i I11, gdje je
uvjerljivo najmanja gustoc¢a neurona od svih kortikalnih slojeva u svih analiziranih vrsta
(izuzev sloja I).

Dostupni podaci ne govore u prilog objaSnjenju da se ovako mala gustoa moze
pripisati povecanju sloZenosti dendritiCkog stabla. Moguce objasnjenje lezi u brojnosti
aferentnih i eferentnih kortikalnih aksona koji su u sloju VI kod primata veé izrazito
mijelinizirani 1 zauzimaju ve¢i volumen nego u glodavaca. Takoder, moguce je da kratka
kortiko-kortikalna vlakna (U-vlakna) dijelom prolaze kroz sloj VI.

Drugo se pitanje postavlja o povecanju populacije neurona sloja VI. Jedno od moguéih
objasnjenja je uklju¢ivanje neurona sloja pod plo¢om u funkcionalne krugove sloja VI. Kako
je sloj pod plocom daleko razvijeniji u covjeka nego u Stakora (162), ovakvo povecanje broja
neurona govori u prilog predloZenom objasnjenju. S druge strane, u primata je najupecatljivija
razlika polja 14 u odnosu na susjedne slojeve daleko veca debljina sloja VI.

Vecina rezultata kod majmuna i ¢ovjeka pokazuje da neuroni sloja pod plo¢om ostaju
difuzno rasprSeni kao neuroni bijele tvari, odnosno da se u nekim podru¢jima blago
kondenziraju te se ova zona definira kao sloj VIb (23, 159-162). Iako se ne moze iskljuciti da
se u polju 14 sloj pod plo¢om kondenzira u takvoj mjeri da se potpuno stopi sa slojem VI,
ipak se takva mogucénost ¢ini malo vjerojatnom.

Sloj VI sadrzi primarno neurone s projekcijama prema talamusu te je moguce da ovo
povecanje broja odraZava postojanje obilnijih veza izmedu asocijativnih podrucja korteksa 1
talamusa kod primata.

Najvaznije promjene u strukturi polja 14c izmedu majmuna i Covjeka ukljucuju
iznadprosje¢no povecanje neurona u sloju V pa kod Covjeka ovaj sloj sadrzi gotovo tre¢inu
neurona u ovom polju. Za razliku od majmuna, gdje je gustoa neurona kroz slojeve II-VI
priblizno ista, kod Covjeka je gustoca neurona u sloju V za 50% veca nego u ostalim
slojevima.

Ovi rezultati pokazuju da je viSe od povecanja slozenosti dendritickog stabla, za sloj V
kod ¢ovjeka vaznije povecanje u broju neurona. To ukazuje da Covjek ima obilnije i sloZenije
subkortikalne projekcije iz asocijativnih podrucja orbito-medijalnog korteksa nego Sto je to

slu¢aj kod majmuna.
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Kako povecanje u broju neurona od Stakora do ¢ovjeka nije vece od prosjeka jedino u
slojevima II/II, udio neurona u ovim slojevima linearno se smanjuje. To dovodi do
iznenadujuceg rezultata, gdje je 60% neurona medio-orbitalnog polja u Stakora smjeSteno u
slojevima II/III, dok je kod covjeka ovaj postotak samo 40%. To odstupa od podataka iz
literature koji opisuju laminarnu distribuciju neurona unutar kortikalne kolumne (80, 83).
Moguce objasnjenje za ovakvo odstupanje od literaturnih podataka navedeno je u prvom
dijelu diskusije, a to je ¢injenica da se analizom kroz sve slojeve po istoj jedinici pijalne
povrSine ne uzima u obzir smanjenje dodirne povrSine prema susjednim slojevima do koje
dolazi prema dubljim slojevima.

Stoga je vjerojatno da se kod Stakora prema dubljim slojevima u brojanje ukljucuje
veca proporcija neurona odredenog sloja nego $to je slucaj s povr$nijim slojevima, §to je
izbjegnuto u ovoj studiji. S obzirom da MO polje obavija medio-orbitalni rub te je izrazito
velika zakrivljenost konveksne (pijalne) strane, upravo u njemu dolazi do izrazito velikog
smanjenja izmedu pijalne povrsine 1 dodirnih povrSina sloja VI sa susjednim slojevima. Ovdje
doduse treba spomenuti da je 1 kod majmuna velika zakrivljenost pijalne povrsine sloja 14c, a
1 kod Covjeka polje ne ulazi duboko u brazdu. Stoga je i kod majmuna i kod ¢ovjeka pijalna
povrsina veca od grani¢ne povrSine dubljih slojeva, ali je to najmanje izrazeno kod covjeka, a
znacajno manje u majmuna nego u Stakora.

Moze se zakljuciti kako ova studija pokazuje da se na temelju podataka o debljini
slojeva i gusto¢i neurona mogu dobiti pogresni podaci o laminarnom udjelu neurona, jer
postoje razlike u povrsini dodirnih ploha izmedu dubljih i povrsnih slojeva (ovisno o tome da
li polje zauzima vrh vijuge ili dubinu brazde). Ipak, iznenaduje Cinjenica da se postotni udio
neurona u slojevima II/IIl smanjuje gotovo za trecinu te je povecanje u broju neurona izmedu
Stakora i ¢ovjeka jedino u ovim slojevima znacajno ispod prosjecnog povecanja.

Ovaj podatak je i u potpunosti suprotan stavu da kod primata, a posebno u visim
asocijativnim podrucjima covjeka, slojevi II/III sadrze i dvostruko viSe neurona nego slojevi
V 1 VI, dok je kod glodavaca obrnuta situacija. Ovi rezultati pokazuju da je u MO/14c polju
situacija zapravo obrnuta. To otvara nova pitanja o tome da li je ovakva situacija
karakteristi¢na i za preostala polja medijalnog orbitalnog asocijativnog korteksa primata te da

li je ona druk¢ija od odnosa koji nalazimo u dorzalnim i lateralnim poljima frontalnog reznja.
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6.3  Promjene u udjelu kalretininskih neurona

Porast broja kalretininskih neurona peterostruko je veci od porasta u ukupnom broju
neurona, §to je u skladu s podacima u literaturi koji govore o viSestrukom povecanju udjela
kalretininskih neurona do kojega dolazi kroz evoluciju sisavaca (Tablica 1-1).

Promatraju¢i ovaj porast izmedu Stakora 1 majmuna, vidljivo je kako je on
ravnomjerno zastupljen kroz sve slojeve. To na neki nacin ukazuje na mogucu ulogu
kalretininskih neurona u integraciji ,,dodatnih* neurona u sinapticku mrezu odredenog sloja.

Kako bi povecanje broja neurona dovelo i do odgovarajuée funkcionalne
ucinkovitosti, potrebna je i slozenija integracija unutar neuralne mreze. Pretpostavka je da
upravo u tom smislu dolazi do povecanja udjela kalretininskih neurona. Ovdje medutim treba
spomenuti kako razlike u udjelu kalretininskih neurona unutar razlicitih slojeva postaju jako
izrazene. Stoga je pitanje da li povecanje udjela kalretininskih neurona ima i druk¢iji znacaj.
Naime, kod majmuna i ¢ovjeka udio kalretininskih neurona u slojevima V i VI je priblizno
dvostruko vec¢i nego Sto je slucaj u slojevima II/III kod Stakora. S druge strane, udio
kalretininskih neurona u slojevima II/III kod ¢ovjeka je dvadeset puta veci nego Sto je u sloju
VI kod Stakora. To konkretno znaci da u nekim slojevima jedan kalretininski neuron dolazi na
70 projekcijskih neurona, dok je u nekim slojevima taj odnos 1:3.

Promjene do kojih dolazi izmedu Stakora i majmuna ukazuju na, za sve slojeve,
zajedni¢ki mehanizam koji omogucava da se pomocu veceg broja kalretininskih neurona
omoguc¢i funkcionalna ucinkovitost koja korelira s povecanjem ukupnog broja neurona.
Promjene do kojih dolazi izmedu majmuna i ¢ovjeka pokazuju da nije u svim slojevima ova
korelacija takva.

Tako recimo povecanje ukupnog broja neurona do kojeg dolazi izmedu majmuna i
covjeka u slojevima V 1 VI ne samo da ne prati paralelno povecanje broja kalretininskih
neurona, ve¢ je ono manje. U ovim slojevima dominiraju neuroni sa subkortikalnim
projekcijama te u njima nema znacajnije intra-arealne integracije. Stoga je vjerojatno za
funkcionalnu specijalizaciju ovih slojeva kod covjeka znaCajnije povecanje broja

projekcijskih neurona.
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Za razliku od ovih slojeva, gdje je odnos kalretininskih naspram projekcijskih neurona
najmanje 1:15, u slojevima II/III ovaj je omjer daleko manji. Ukoliko kalretininski neuroni
sloja 1 pripadaju sinaptickoj mrezi koja modulira aktivnost projekcijskih neurona slojeva
II/ITII, omjer kalretininskih neurona naspram projekcijskih je manji od 1:3. Za razliku od
slojeva V/VI, slojevi II/IIl imaju izrazito bogatu intra-arealnu komunikaciju, kao 1 integraciju
projekcija s viSe drugih kortikalnih polja (131).

Stoga bi uloga ovako velikog broja kalretininskih neurona mogla biti u stvaranju
velikog broja neuralnih sklopova (,,cell assembly*). Slojevi II/IIl su jedini gdje dolazi do
ispodprosje¢nog povecanja ukupnog broja neurona, ali ujedno i do najizraZenijeg poveéanja
udjela kalretininskih neurona.

To konkretno znaci da unutar polja 14c u ovjeka viSe od 80% kalretininskih neurona
sudjeluje u sinaptickoj mrezi s 35% projekcijskih neurona (slojevi II/III), dok s druge strane
manje od 20% kalretininskih neurona sudjeluje u sinaptickoj mrezi s 65% projekcijskih
neurona.

Sloj I ima i daleko najvecu stopu povecanja kalretininskih neurona (kao 1 ukupnog
broja neurona) te u majmuna i ¢ovjeka kalretininski neuroni ¢ine 50% od svih neurona.
Poveéanje udjela kalretininskih neurona moze biti povezano i sa stvaranjem dodatne
sinapticke mreze koja omogucava inter-kolumnarnu integraciju kontaktiraju¢i distalne
dijelove apikalnog dendrita piramidnih neurona koji dolaze iz povrsnih, ali 1 dubljih slojeva.

Moguce je takoder da u tu mrezu spada i dio kalretininskih neurona slojeva II/III te da
oni, bez obzira na smjestaj u ovim slojevima, nisu dio sinapticke mreze koja kontaktira samo
kortiko-kortikalne piramide. U svakom slucaju, promjene udjela i distribucije kalretininskih
neurona, pogotovo u slojevima I-III govore u prilog sustinskih promjena sinapticke mreze
ovih slojeva. Ove promjene vidljive su dijelom kod majmuna, ali su jednim dijelom prisutne
samo u ¢ovjeka.

U prilog sustinskim promjenama sinapticke mreze kortiko-kortikalnih slojeva govore i

morfoloski oblici kalretininskih neurona koji su u ovoj studiji identificirani samo kod ¢ovjeka.
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6.4  Primjenjivost podataka o povec¢anju proporcije kalretininskih neurona na ostala

kortikalna podrucja

U interpretaciji ovih rezultata polazilo se od pretpostavke da kalretininski neuroni
pripadaju isklju¢ivo populaciji GABA-ergi¢kih neurona, iako ova tvrdnja nije izravno
potkrijepljena.

Metodoloski razlozi limitirali su imuno-histokemijski prikaz kolokalizacije kalretinina
s ekspresijom samog neurotransmitera (GABA) ili jednog od sintetiziraju¢ih enzima
(glutamat-dekarboksilaza/GAD: GAD65 i GADG67). Osim toga, stupanj ekspresije ovih
biljega nije u jednakoj mjeri prisutan u tijelu svih GABA-ergi¢kih neurona (164), pa stoga
izostanak kolokalizacije s kalretininom ne zna¢i nuzno i da se radi o neuronu koji ne
sintetizira GABA. Jasan dokaz da se radi o GABA-ergickim neuronima moguce je dobiti
jedino primjenom in-situ hibridizacije.

Medutim, morfoloSka obiljezja dendritic¢kog stabla kalretininskih neurona i izostanak
dendritickih trnova jasno ukazuju da vecina, ako ne i svi kalretininski neuroni, pripadaju
skupini GABA-ergickih neurona. To je i u skladu s podacima iz literature (Tablica 1-1).

Uz to, postoji prepoznatljiv obrazac bojenja kore velikoga mozga na kalretinin kroz
razli¢ite vrste sisavaca, od evolucijski najstarijih jednootvornih sisavaca (Monotremata),
preko tobolCara, kukcojednih sisavaca (SiSmi$i), mesojeda (pas, macka, rakun), morskih
sisavaca te primata (165). Najveéim dijelom se radi o intenzivno obojanim bipolarnim
stanicama, malenog tijela, koncentrirane viSe u slojevima II 1 III.

Iznimke od tog obrasca su jedna vrsta §iSmisa (Pteropus vampyrus) kod kojeg gotovo
pa nema nikakvog obojenja kore na kalretinin, te u morskih sisavaca, gdje je struktura kore
drugacija. Tako se u delfina nalazi debeli i1 izrazito celularan sloj I, u kojem su ponovno
prisutni bipolarni kalretininski neuroni. U slojevima II i III nalaze se osobito velike,
multipolarne i fuziformne kalretininske stanice. Morfologija ovih neurona pokazuje da nije

rije¢ o glutamatergickim neuronima.
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Kod spomenutih vrsta prisutna je i kalretininska reaktivnost u neokortikalnim
neuronima piramidnog oblika. To su malene piramidne stanice sloja V, rijetko i sloja III, koje
nisu posebno brojne te imaju slab intenzitet bojenja (165). Iznimka su entorinalni te
piriformni korteks, gdje su ucestale piramidne stanice s kalretininom, te neokorteks odrasle
¢incile koja u sloju III kroz cijeli neokorteks sadrzi blago obojane malene piramidne neurone
(165).

Obrazac kalretininskog bojenja u ovoj studiji ne pokazuje sli¢nosti s iznimkama
opisanim u gore navedenim vrstama, te se moze sa velikom sigurnos¢u zakljuciti da se radi o
specifi¢cnom prikazu jedne populacije GABA-ergic¢kih neurona.

Drugo pitanje koje se namece kao rezultat ovog rada je da li su podaci primjenjivi i na
ostala kortikalna podrucja u majmuna i ¢ovjeka. Glavni rezultati ovog istraZivanja u skladu su
s podacima iz literature koji govore o dramaticnom povecanju udjela kalretininskih neurona
kroz evoluciju sisavaca (Tablica 1-1).

Vecéina podataka govori kako kalretininski neuroni ¢ine oko 4% od ukupnog broja
neurona kod glodavaca, dok kod primata taj udio raste na oko 10%. Rezultati ove studije je u
ovom rasponu te je udio ovih neurona kod glodavaca nesto manji od onoga navedenog u
drugim studijama, dok je udio kod majmuna nesto veci.

Stoga je mogucée da ove razlike nisu samo metodoloSke prirode, ve¢ se radi o ipak
znacajnim razlikama u udjelu neurona izmedu razli¢itih podru¢ja mozdane kore.

Rezultati takoder pokazuju kako je wudio kalretininskih neurona najveéi u
supragranularnim slojevima I-IIT kroz sve vrste. Kod primata je udio kalretininskih neurona u
supragranularnim slojevima daleko iznad udjela u infragranularnim slojevima, $to je u skladu
podacima iz literature (48, 57). Ovi podaci takoder pokazuju kako u asocijativnim podrucjima
kalretininski neuroni ¢ine i do 50% populacije GABA-ergickih neurona.

Ukoliko bi ovakva situacija bila primjenjiva i za polje 14c, kod majmuna i ¢ovjeka
gotovo tre¢ina neurona bila GABA-ergi¢ka. To bi moglo znaciti da je broj GABA-ergickih i
glutamatergickih neurona gotovo izjednacen u slojevima II/III. Stoga ovakav izraCun treba
uzeti s oprezom, iako mu u prilog govore rezultati studije DelRio i DeFelipe (1996) (46) kako
u slojevima II/III asocijativnog sljepoocnog korteksa Covjeka gotovo 40% neurona ima
GABA-ergicki fenotip. Ova studija takoder pokazuje i najve¢i udio kalretininskih neurona

(blizu 50%).
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U skladu s ovim podacima su i neke druge studije koje su analizirale udio GABA-
ergiCkih i kalretininskih neurona u asocijativnim podru¢jima kod majmuna i ¢ovjeka (49, 57,
62, 63). Doduse, studije koje su provedene u primarnim podru¢jima korteksa majmuna i
¢ovjeka uglavnom pokazuju da je udio GABA-ergickih neurona manji, oko 20%, te da je udio
kalretininskih neurona takoder manji.

Ovi podaci ukazuju na mogucénost da postoje zna€ajne razlike izmedu primarnih i
asocijativnih podrucja u udjelu GABA-ergic¢kih neurona u cjelini, kao i o udjelu razlicitih
subpopulacija GABA-ergickih neurona. S druge strane, ovako visok postotak GABA-ergic¢kih
neurona u slojevima II/IIl, kao i specificne veze s hipokampusom, mozda ukazuje na
postojanje veceg broja projekcijskih GABA-ergic¢kih neurona.

Kvalitativan pregled susjednih podruc¢ja koja su obuhvadena analiziranim blokovima
ne ukazuje kako u njima postoji znacajno razlicita distribucija i gustoca kalretininskih
neurona. Stoga se moze zakljuciti da opisani obrazac distribucije i gusto¢e kalretininskih
neurona nije specifi¢an za ovo polje, ve¢ da predstavlja obrazac koji opcenito nalazimo u
orbitalnim poljima frontalnog asocijativnog korteksa. U kojoj mjeri je ovako visok udio
kalretininskih neurona obiljezje medijalnih i dorzalnih polja ostaje otvoreno pitanje.

Kao $to je ve¢ spomenuto, postojeéi podaci iz literature ukazuju da asocijativna
orbitalna polja imaju viSu proporciju kalretininskih neurona od primarnih podrucja korteksa
(Tablica 1-1). No, treba spomenuti da u covjeka postoji odvojak rostralnog migratornog puta
(koji kroz rano postnatalno razdoblje opskrbljuje olfaktorni tracak kalretininskim neuronima)
usmjeren prema orbitalnim dijelovima frontalnog asocijativnog korteksa (166). Ovaj
migratorni put je viSe izrazen od onoga usmjerenoga prema olfaktornom tracku, te opskrbljuje
podrucja orbitalnog medijalnog korteksa kroz marginalnu zonu (sloj I). To moze objasniti
visok udio kalretininskih neurona u slojevima I-III polja 14c opisan u ovoj studiji.

Funkcionalno znacenje ovakve organizacije za sada ostaje nepoznato.
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6.5  Funkcija kalretininskih neurona u neokortikalnoj mrezi

6.5.1 MorfoloSka i elektrofizioloSka svojstva kalretininskih interneurona

Morfoloski, kalretininski neuroni najée$ée pokazuju obiljezja koja odgovaraju
populacijama neurona s dva Cuperka (,,bitufted cells) koji uspostavljaju sinapse sa srednjim
dijelom apikalnog dendrita (17, 117), zatim bipolarnih neurona koji sinapse stvaraju na
proksimalnom dijelu apikalnog dendrita piramidnih neurona (116) te neurona s dva buketica
(,,double bouquet cells*) koji uspostavljaju sinapse s bazalnim dendritima piramida (114,
115).

Ovakav nacin projekcija dovodi do izravne inhibicije proksimalnih dijelova
dendritickog stabla piramidnih neurona. Medutim, eksperimentalni podaci pokazuju kako se
kod glodavaca samo oko 10% sinapsi koje dolaze od kalretininskih neurona nalazi na
glutamatergi¢kim stanicama (27), jer se oni primarno projiciraju na somatostatinske i druge
kalretininske neurone (119).

Nekoliko morfoloskih svojstava ukazuje kako su kalretininski neuroni izrazito
ekscitabilna populacija. U Stakora, oni primaju oko 7% od svih ekscitatornih aferentnih
aksona, iako predstavljaju samo 4% ukupne populacije neurona (167). Tre¢ina sinapsi na
tijelu 1 gotovo sve sinapsi na dendritima su ekscitatorne. Porijeklo aksona ovih sinapsi nije u
potpunosti odreden, ali je jasno ukazano da znacajan dio dolazi izravno od susjednih
piramidnih neurona (27).

Uz to, otpor membrane kalretininskih neurona je vrlo visok (42), §to izrazito povecava
ekscitabilnost.

Populacija kalretininskih interneurona najces¢e ima dva oblika elektrofizioloskog
odgovora, akomodiraju¢i 1 ne-adaptiraju¢i (sporo) okidaju¢i (16, 111). Elektrofizioloska
svojstva koreliraju s membranskom distribucijom naponom reguliranih ionskih kanala (16,
168). Ovi proteinski kompleksi nazivaju se ‘kalretininski klasteri’ 1 ukljucuju proteine Kv3.4,

SK2 i CaalB (112).
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6.5.2 Prostorna distribucija sinapsi na piramidnom neuronu

Izravne projekcije iz specifi¢nih unimodalnih jezgara talamusa pristupaju na donje
dijelove bazalnog dendritickog stabla piramidnih neurona sloja III i zvjezdaste neurone sloja
IV, koji zatim pruzaju projekcije na proksimalne dijelove bazalnih dendrita (Slika 1-6).
Lokalni aksoni piramidnih neurona slojeva II/III pristupaju ve¢inom na proksimalne dijelove
apikalnog dendritickog stabla (ukljucujuéi 1 kose/postranicne dendrite) te manjim dijelom na
bazalno dendriticko stablo smjeSteno u sloju III. Povratne projekcije (,,feedback®) iz susjednih
kortikalnih polja projiciraju se na distalni dio apikalnog dendrita, ukljucujuc¢i i terminalno
dendriticko razgranjenje (,,terminal tuft) (169).

Apikalno dendriticko stablo prima jo§ dva sustava talamickih ekscitatornih aksona.
Prvo su tu aksoni specifi¢nih-multimodalnih talamickih jezgara koji se projiciraju na samo
glavno stablo apikalnog dendrita i njegovo terminalno razgranjenje (169), na koje pristupaju i
aksoni neurona nespecifi¢nih talamickih jezgara koji predstavljaju povratni dio kortiko-
talamo-kortikalne petlje (170).

Kao $to je ve¢ spomenuto, razli¢ite subpopulacije kalretininskih neurona kontroliraju
razli¢ite odjeljke apikalnog i bazalnog dendritickog stabla piramidnih neurona; stanice s dva
buketi¢a kontroliraju bazalne dendrite piramida (114, 115), dok se bipolarni (116) i neuroni s
dva Cuperka (117) projiciraju na apikalni dendrit.

No daleko ve¢i utjecaj kalretininski neuroni imaju na interneurone (27), gdje posebno
velik inhibitorni utjecaj imaju na susjedne somatostatinske stanice (119). Somatostatinski
neuroni izravno inhibiraju piramide, ali 1 snazno inhibiraju parvalbuminske interneurone
(119).

Somatostatinske neuroni koji izravno pristupaju na piramidni neuron najve¢im dijelom
su Martinottijeve stanice, s opseznim projekcijama i na apikalne i bazalne dendrite (120) te
stanice s dva ¢uperka koje pristupaju samo na apikalni dendrit.

Parvalbuminski neuroni su koSaraste stanice koje sinapti¢ki zavrSavaju samo u
podrucju tijela piramidnih neurona, te najproksimalnijim dijelovima dendrita, ali i jednim
dijelom na pocetnom segmentu aksona (16, 119, 171). One nemaju znacajniji utjecaj na druge

populacije interneurona (119).
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Slika 6-1: Prikaz najvaznijih funkcionalnih odnosa medu biokemijskim skupinama interneurona. Preuzeto iz
rada Pfeffer i sur. 2013, Nat Neurosci 16:1068-76 (119).
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Slika 6-2: Prikazano je kako interneuron funkcionalno eliminira dio dendriti¢kog stabla iz integriranja ekscita-
tornih signala, te se mijenja elektrofizioloski odgovor. Preuzeto iz Buzsaki 2011, Rhythms of the Brain, Oxford
University Press (173).
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6.5.3 Hipoteza o ulozi kalretininskih interneurona u neokortikalnoj mreZi

Gore navedeni podaci o funkcionalnoj povezanosti bitni su za razumijevanje moguéeg znacaja
visokog povecanja kalretininskih neurona. Oni pokazuju kako u glodavaca kalretininski
neuroni (koji najve¢im dijelom izrazavaju i1 vazo-intestinalni peptid VIP) prvenstveno
reguliraju druge interneurone (Slika 6-1), a tek manjim dijelom sinapse stvaraju sa
piramidnim neuronima (119). One se nalaze prvenstveno na najproksimalnijem dijelu
dendritickog stabla, najvise 20-50pm od tijela piramide, gdje se isklju¢ivo nalaze inhibitorne
sinapse (172). Ove inhibitorne sinapse mo¢no eliminiraju ucinak ekscitacijskih postsinapticki
potencijala (EPSP) iz pojedinih dendritickih grana, mijenjajuci obrazac elektrofizioloskog
odgovora piramidne stanice (173) (Slika 6-2).

Izravne projekcije kalretininskih interneurona na somatostatinsku populaciju imati ¢e
dva klju¢na ucinka (119, 174): disinhibiciju distalnih dijelova dendritickog stabla piramidnih
neurona te disinhibiciju parvalbuminskih interneurona.

Disinhibicija dendritickog stabla dovodi do vece vjerojatnosti integriranja EPSP-a u
dendritima te njihovog provodenja do tijela. Na taj nacin raste vjerojatnost pojave akcijskih
potencijala (174).

No hoce li ovi podrazaji izazvati akcijski potencijal ovisi o aktivaciji sinapsi na tijelu
koje najve¢im dijelom dolaze od parvalbuminskih koSarastih stanica. Ove stanice su ve¢inom
brzo-okidajuce (,,fast spiking®) (49, 175) i povezane medusobno elektricnim sinapsama (,,gap
junctions®) (176). Zbog prestanka inhibicije od strane somatostatinskih neurona
parvalbuminski neuroni pojacavaju inhibitorni utjecaj na tijelo neurona, §to je u rasponu
gamma frekvencija (iznad 30Hz). Frekvencijski odgovor parvalbuminskih neurona je dva do
tri puta visi od izvornog disinhibitornog ucinka kalretininskih neurona, s frekvencijom oko
20Hz (27). Posljedi¢no, gamma oscilatorni odgovor moze biti izazvan i frekvencijama izvan
gamma spektra jer je taj odgovor svojstvo koje je posljedica disinhibirane aktivnosti mreze
parvalbuminskih koSarastih neurona (121).

Moze se pretpostaviti kako ovaj porast ucestalosti inhibicije u gamma podrucju dovodi
do visoke selekcije EPSP-a, koja se naziva temporalna koherentnost skupine EPSP-a. Kod
gamma frekvencije od 40Hz trajanje jednog intervala je 25ms te on uklju¢uje harmonijsku
oscilaciju uzlazne i silazne faze. Kako bi ulazni EPSP doveo do nastanka akcijskog

potencijala mora se pojaviti unutar prve polovice intervala.
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Slika 6-3: Shema prikazuje obrazac funkcionalne pripadnosti kao posljedicu sinhronog okidanja. Samo oni
neuroni koji su imaju gotovo istu fazu oscilacije (A—D) u tom trenutku predstavljaju jedinstveni neuralni sklop
(,,cell assemblies*). Iako neuron E stvara sinapse s neuronima sklopa, on je funkcionalno iskljucen jer se njegovi
akcijski potencijali ne pojavljuju u vremenskom prozoru integracije signala klastera A-D. Hipoteza je kako su
upravo kalretininski interneuroni oni koji omogucavaju medusobno odvajanje funkcionalnih neuronskih grupa
(simboli¢ki prikazano kao neuroni ,,A — D). Moguée je da ovi neuroni mijenjaju frekvencijsku domenu rada
piramidnih neurona iz nizih frekvencija (ispod 30Hz) u domenu gama osciliranja (iznad 30Hz). Kalretininski
interneuroni znacajno skracuju vremenski prozor za integraciju signala u piramidnoj stanici, te na taj nacin
onemogucuju prijenos podrazaja iz drugih neuronalnih skupina koje se razlikuju u svojoj frekvenciji i/ili fazi
osciliranja (simbolicki je takav neuron na slici prikazan kao ,,E*).
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Uz to, neuroni se naj¢eS¢e ne ponaSaju kao harmonijski nego kao takozvani
relaksacijski oscilatori te je uzlazna oscilatorna faza kraca. Zbog toga je za konstruktivnu
interferenciju EPSP-a potrebno razdoblje krace od 12ms.

Drugim rijecima, ukoliko je piramidni neuron izloZen inhibiciji s frekvencijom u
domeni gamma oscilacija, jedini ekscitatorni signali koji se mogu integrirati u podrucju
aksonskog brezuljka su oni koji su vremenski vrlo koherentni i pojavili su se gotovo
istovremeno (177).

Na ovaj nafin se medusobno sinapticki povezani neuroni mogu ,iskljuciti iz
procesuiranja te se stvaraju privremene funkcionalne jedinice (Slika 6-3). Na taj nacin je
moguce da jedan glutamatergicki neuron moze biti dio velikog broja neuralnih sklopova
(,,neural assemblies®) te neuralna mreza nije staticki odredena samo prema uspostavljenim
sinapsama.

Broj ovakvih privremenih neuronskih ,,mikro-sklopova® koji se temelje na selekciji
funkcionalno srodnih neurona izravno utjece na memorijske 1 kognitivne kapacitete jer dovodi
do povecanja kapaciteta paralelnog procesuiranja unutar odredenog kortikalnog podrucja.

Ovo bi konkretno znacilo kako je za povecanje kapaciteta i ucinkovitosti neuralne
mreze od samog povecanja ukupnog broja projekcijskih neurona vaznije omoguditi stvaranje
veceg broja privremenih funkcionalnih ,,mikro-sklopova‘ unutar mreze medusobno sinapticki
povezanih glutamatergickih neurona (178).

Projekcije 1 funkcionalna svojstva kalretininskih neurona ukazuju na klju¢nu ulogu
upravo ove subpopulacije u povecanju kapaciteta stvaranja privremenih neuronskih sklopova.
Promatraju¢i rezultate ove studije, vidljivo je kako u slojevima II/IIl kod covjeka na jedan
kalretininski neuron dolaze samo 2-3 piramide.

Pretpostavka je kako nacin procesuiranja najsloZenijih kognitivnih funkcija kroz
kortiko-kortikalnu neuralnu mrezu u multimodalnim asocijativnim podru¢jima u podlozi ima
stvaranje privremenih neuronskih ,,mikro-sklopova®. Zbog toga povecanje udjela
kalretininskih neurona izravno korelira s njithovim brojem.

Zanimljivo je takoder da takve promjene nisu toliko vazne u subkortikalno
projiciraju¢im slojevima (V i VI), ve¢ promjene izmedu majmuna i ¢ovjeka ukljucuju vise
povecanje ukupnog broja neurona u usporedbi s povecanjem kalretininskih neurona.

Stoga je znacaj povecanja proporcije kalretininskih neurona posebno vaZan unutar

kortiko-kortikalne mreze visih asocijativnih podruc¢ja u ¢ovjeka.
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ZAKLJUCCI

Citoarhitektonska svojstva medio-orbitalnog polja u Stakora te polja 14c u majmuna i

¢ovjeka pokazuju kako se radi o komplementarni podrucjima.

Aferentne projekcije medio-orbitalnog polja u Stakora pokazuju glavna obiljezja

projekcija polja 14c opisanih kod majmuna i ¢ovjeka.

Ukupan broj neurona povecava se po stopi koja je izmedu Stakora i majmuna bliska
onoj izmedu majmuna i1 Covjeka; izrazito odstupanje od prosjecnog povecanja broja

neurona vidljivo je izmedu Stakora i majmuna za sloj [ 1 VL.

Ukupan volumen slojeva povecava se vise od ukupnog broja neurona, a stopa poveéanja
volumena izmedu majmuna i Covjeka dvostruko je veca od one izmedu Stakora i
majmuna. Znacajno odstupanje povecanja volumena od prosjeka vidljivo je samo

izmedu Stakora i majmuna u sloju VI.

Smanjenje gusto¢e neurona (NeuN) ukazuje kako je kod majmuna morfologija neurona
1 medusobna povezanost sloZenija nego u Stakora, a daleko vece usloznjavanje odvija se

izmedu majmuna i ¢ovjeka.

Udio i1 gusto¢a neurona pokazuju kako sloj I u majmuna, i posebice u Covjeka, ima vise
sli¢nosti s ostalim kortikalnim slojevima nego s bijelom tvari, a §to je sluc¢aj u
glodavaca. Udio kalretininskih neurona u sloju I (50%) kod majmuna i ¢ovjeka dodatno

ukazuje na znacajnu reorganizaciju neuralne mreze sloja I kod primata.

Povecanje udjela neurona u sloju VI kod majmuna paralelno s iznad-prosje¢nim
smanjenjem gustoce neurona ukazuje na znacajnu reorganizaciju neuralne mreze sloja
VI kod primata. Moguce je da se fetalni sloj pod plocom kod primata u polju l4c

postnatalno kondenzira i prikljuci sloju VI.
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Udio kalretininskih neurona znacajno se razlikuje izmedu slojeva, ali je princip da se
njihov udio progresivno smanjuje od povrSnih do dubokih slojeva ocuvan kroz sve
analizirane vrste. To ukazuje na vazniju ulogu kalretininskih neurona u lokalnim

neuralnim krugovima povrsnih kortikalnih slojeva.

Broj kalretininskih neurona izmedu Stakora i majmuna peterostruko brze raste u odnosu
na ukupan broj neurona i to ravnomjerno u svim slojevima. To ukazuje na znacajnu
reorganizaciju lokalne neuralne mreze kroz evoluciju sisavaca koja se ujednaceno zbiva

kroz slojeve II-VI.

Za razliku od toga, povecanje broja kalretininskih neurona u odnosu na ukupan broj
neurona izmedu majmuna i ¢ovjeka pokazuje razli¢itu tendenciju izmedu slojeva; za
funkcionalnu specijalizaciju slojeva II/IIl potrebno je dodatno povecanje udjela
kalretininskih neurona, dok je za funkcionalnu specijalizaciju slojeva V 1 VI bitnije

povecanje ukupnog broja neurona.

Omjer projekcijskih naspram kalretininskih neurona u slojevima I-III iznosi najvise 3:1
Sto je trideset puta manje nego omjer u sloju VI kod Stakora 1 pet puta manje nego omjer
u sloju VI kod covjeka. Kako se neuroni slojeva II/III projiciraju u druga kortikalna
polja moZze se zakljuciti da kalretininski neuroni imaju posebno vaznu ulogu u

procesuiranju informacija unutar kortiko-kortikalne mreze.

Povecanje udjela kalretininskih neurona moze promijeniti strukturu neuralne mreze i
omoguciti bolje funkcionalno procesuiranje na nacin da isti piramidni neuron moze biti

ukljucen u vise razli¢itih neuralnih sklopova.

Izrazito povecanje kalretininskih neurona u slojevima II/IIl ukazuje da bi ovaj model
trebao biti od posebne vaznosti u inter- i intra-arealnom procesuiranju, dok je za
komunikaciju sa subkortikalnim strukturama prioritetnije poveéanje u broju

projekcijskih neurona.
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8. SAZETAK

U ovom istrazivanju stereoloskim metodama analiziran je udio kalretininskih neurona
u medio-orbitalnom (MO) polju Stakora, te polju 14c u majmuna i ¢ovjeka. Kvalitativnom
analizom potvrdeno je kako kalretininskih neuroni imaju obiljezja ne-piramidnih (GABA)
neurona.

Kvantitativni podaci su pokazali peterostruko povecanje udjela kalretininskih neurona
izmedu Stakora (2,5%) 1 majmuna (12,5%). Kod ¢ovjeka se njihov udio jo§ dodatno povecao
te oni ¢ine 15% od ukupne populacije kortikalnih neurona. Najveé¢i udio kalretininskih
neurona zabiljeZen je u sloju I kod majmuna i ¢ovjeka, gdje viSe od polovice neurona izrazava
kalretinin. Zanimljivo je i kako promjene u strukturi sloja I ukazuju da on kod primata u
cjelini ima daleko slozZeniju neuralnu strukturu jer sadrzi gotovo 7% od ukupnog broja svih
kortikalnih neurona, dok je kod Stakora taj udio nesto iznad 2%.

U ostalim slojevima podjednako je povecanje udjela kalretininskih neurona u ukupnoj
populaciji neurona izmedu Stakora i majmuna. Nasuprot tome, od majmuna do ¢ovjeka u
slojevima II/IIT broj kalretininskih neurona raste brze od ukupnog broja neurona, dok je u
slojevima V i VI obrnuto. To ukazuje kako od majmuna do Covjeka evolucija lokalnih
neuralnih krugova ukljucuje funkcionalnu specijalizaciju specifi¢nu za sloj.

Podaci o smanjenju ukupne gustoce neurona (NeuN) po pojedinim slojevima pokazuju
kako povecanje udjela kalretininskih neurona korelira s usloznjavanjem dendriticke
morfologije neurona odredenog sloja te povecanjem broja sinapsi i intra-arealnih projekcija.
Tako je najmanja gusto¢a neurona zabiljezena kod Covjeka u slojevima gdje dominiraju
kortiko-kortikalni neuroni (II/III) i gdje je udio kalretininskih neurona znatno iznad prosjeka
(22%).

Moze se pretpostaviti da ovakvo dramati¢no povecanje udjela kalretininskih neurona
mijenja strukturu lokalnih neuralnih krugova i omoguc¢ava povecanje kapaciteta procesuiranja

bez linearnog povecanja broja projekcijskih neurona.
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9. SUMMARY

Domagoj Dzaja, Morphological and chemical characteristics of calretinin neurons in the

primate neocortex, 2015.

In this study the proportion of calretinin neurons in medio-orbital (MO) area of rat as
well as in area 14c of monkey and human has been studied using stereological approach.
Qualitative analysis showed that calretinin neurons have features of non-pyramidal (GABA)
neurons.

Quantitative analysis showed a five-fold increase in the proportion of calretinin
neurons between rat (2,5%) and monkey (12,5%). In human there is an additional increase
and they represent 15% of total neuron pool. The highest proportion of calretinin neurons is
observed in monkey and human layer I, where half of neurons are expressing calretinin.
Intrestingly, changes in structure of layer I imply that in primates it has more complex
neuronal structure since almost 7% of all cortical neurons are located there, whereas in rat this
proportion is slightly above 2%.

In other layers incrase in the proportion of calretinin neurons between rat and monkey
appears concurrently. In contrary, between monkey and human number of calretinin neurons
increases in layer II/IIl more then total number of neurons, whreas in layers V and VI this
pattern is reversed. It seems that there is a layer specific patter for functional specialization of
local circuitry during primate evolution.

Data about decrease in total neuronal density (NeuN) through cortical layers show that
increase in the proportion of calretinin neurons correlates with increased dendritic complexity
of particular layer as well as with increase in synaptic number and intra-areal connectivity.
So, the lowest density is observed in layers of human cortex dominated by corticocortical
neurons (II/IIT) where proportion of calretinin neurons is much above average (22%).

We hypothethised that such a pronounced increase in proportion of calretinin neurons is
related with reorganization of local circuitries resulting in increase of processing capacity

without linear increase in number of projection neurons.
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11.  ZIVOTOPIS

Domagoj DzZaja roden je 31.05.1982. godine u Zagrebu. Osnovno 1 srednjoSkolsko
obrazovanje zavrSava u Vrbovcu, a Medicinski fakultet u Zagrebu zavrSava 2007. godine.
Kao stazist Klinike za traumatologiju odraduje jednogodisnji lijecnicki staz te polaze strucni
ispit za samostalni rad u prosincu 2008. godine. Od 2009. godine radi na Hrvatskom institutu
za istraZivanje mozga kao znanstveni novak na projektu Ministarstva znanosti obrazovanja i
sporta ,,Putevi migracije hipokampalnih GABA-ergickih neurona u majmuna i Covjeka*
(voditelj prof. dr. sc. Zdravko Petanjek). Sudjeluje u nastavi na Studiju medicine na
predmetima ,,Temelji neuroznanosti®, ,,Anatomija“ i izbornom predmetu ,,Mehanizmi boli*.
Aktivno sudjeluje u popularizaciji znanosti vezano uz dogadanja na ,,Tjednu mozga“ i
»Festivalu znanosti* te kroz gostovanja u emisijama Hrvatske televizije (Znanstvena petica) i
Hrvatskog radija (Izaberi zdravlje). Na Medicinskom fakultetu SveuciliSta u Zagrebu 2010.
godine upisuje Doktorski studij Neuroznanost, a 2012. godine mu je prihvacen prijedlog
doktorskog rada pod naslovom ,,MorfoloSka i kemijska obiljezja kalretininskih neurona u
neokorteksu primata® (mentor prof. dr. sc. Zdravko Petanjek). U sklopu istraZivanja boravio
je 18 mjeseci u Laboratoriju za neuroanatomiju Medicinskog fakulteta La Timone Sveudilista
Aix Marseille (Institut de Neurosciences des Systémes - INSERM UMR 1106), Medicinskog
fakulteta La Timone u Marseilleu. Trenutno je suradnik na projektu Hrvatske zaklade za
znanost ,,Microcircuitry of higher cognitive functions® (voditelj prof. dr. sc. Zdravko
Petanjek) u okviru kojega je 1 izradena ova disertacija. Do sada je objavio sedam kongresnih

sazetaka te dva znanstvena rada.
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