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POPIS OZNAKA | KRATICA

BA Brodmann area, Brodmannovo polje

CUGBP CUG-binding protein 1 (CELF1)

EJC exon-junction complex

DMPK DM protein kinaza

1z intermedijalna zona

CP cortical plate, kortikalna ploca

MD1 miotonic¢na distrofija tip I

SCAS8 spinocerebelarna ataksija tip 8

MRNA messenger (glasnicka) RNA (ribonukleinska kiselina)

UTR untranslated region, netranslatirana regija
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PKC protein kinaza C

SP subplate zona

SVvz subventrikularna zona

TNZ tjedan nakon zaceca

\VZ ventrikularna zona
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FFPE formalin fixed paraffin embedded, fiksirano formalinom i
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AP alkaline phosphatase, alkalna fosfataza
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pufera sa Tweenom 20
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SOX2 SRY (sex determining region Y)-box 2
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ROI region of interest, podrucje interesa

SEM standard error of the mean, standardna pogreska srednje vrijednosti




1. UVOD

1.1. Ustrojstvo moZdane Kkore ¢ovjeka

Mozdana kora predstavlja kompleksno organiziranu strukturu koja razlikuje ljudsku
vrstu od ostalih zivih bi¢a, prvenstveno stoga §to omogucuje precizno obavljanje slozenih
procesa i izvr$nih funkcija, poput razmisljanja, donosenja odluka, planiranja buduénosti,
govora, procesiranja emocija i socijalnih interakcija. Kora velikog mozga, u komunikaciji sa
subkortikalnim strukturama, ¢ini okosnicu iz koje proizlaze informacije potrebne za provodenje
kompleksnih izvrsnih funkcija. Utjecaj evolucijskih pokretackih sila na organizme Kkoji
posjeduju jednostavne neuralne organizacijske jedinice, posljedi¢no su dovele do razvoja
specijaliziranog organa s visokim stupnjem strukturne uredenosti (1-3). Slojevito organizirano
ustrojstvo mozdane kore omogucuje ispravno povezivanje mozdanih regija i integraciju signala

koji prenosi informaciju izmedu razli¢itih podrucja mozga.

Prenatalni razvoj mozga karakterizira pojava prolazne fetalne laminacije mozdane kore
(4-8). Morfogenetski i histogenetski procesi odgovorni za nastanak prolazne fetalne laminacije,
predmet su dugogodisnjih istrazivanja (9-12). Kompleksnosti neurorazvojnih procesa
pridonosi ¢injenica da se histogenetski procesi vremenski preklapaju, stoga je nuzna njihova
precizna regulacija (13). Dinamiku razvoja mozga (vremenski tijek i prostornu organizaciju)
kontrolira regulacija ekspresije gena na nekoliko razina: od epigeneti¢kih uc¢inaka, kontrole
transkripcije DNA, do translacije 1 sinteze proteina koji imaju direktan utjecaj na unutarstani¢na
zbivanja i izvanstani¢ni prostor (14-16). Stoga su geni i njihovi produkti koji usmjeravanju
proliferaciju, diferencijaciju i migraciju neuralnih mati¢nih stanica preduvjet za normalnu

neurogenezu mozdane kore (17).

Laminarna grada sive tvari mozdane kore nastaje kao rezultat radijalne migracije
postmitotickih neurona, te rasporedivanja postmigratornin neurona u slojeve (laminae)
posloZene jedna iznad druge. Slojevi moZzdane kore se razlikuju po prisutnosti razlicitih
populacija neurona Kkoji su rasporedeni od pijalne povrsine do bijele tvari. Prema tipu
zastupljenih neurona raspoznaje se Sest slojeva koji se oznacavaju brojevima od | do VI.
Histoloske metode, medu kojima su i tri klasicne metode bojanja (Golgijeva metoda, bojanje
metodom po Nisslu, te histoloSko bojanje po Weigertu) omogucuju vizualizaciju strukture i

specificnosti Sest slojeva mozdane kore. Golgi metoda sluzi za vizualizaciju tijela stanica, te



prikazuje razgranjenje dendritikih stabala. Metoda bojanja po Nisslu (krezil-violet) sluzi kao
citoarhitektonski biljeg kojim se prikazuju tijela stanica, te proksimalni dendriti, dok se
Weigertovom metodom vizualiziraju mijelinizirana vlakna, te prikazuje rasprostranjenost
aksona (18). Uzimajuci u obzir gradu i tip neurona prisutnih u mozdanoj kori (19) razlikuju se
slijedeci slojevi: I- molekularni sloj, 11- vanjski sloj zrnatih (granularnih) stanica, I11- vanjski
sloj piramidnih stanica, V- unutarnji sloj zrnatih (granularnih) stanica, V- unutarnji sloj
piramidnih stanica te VI- multiformni sloj (Slika 1.1.). Sloj | nazvan je molekularnim slojem
jer ga karakterizira prisutnost dendriti¢ckih ogranaka i aksona, te rijetke stanice. Za razliku od
toga, sloj VI sadrzi viSe tipova neurona koji mogu biti raznih oblika, stoga je nazvan

multiformnim slojem (20).

Bojanje po Golgiju Bojanje po Nisslu Bojanje po Weigertu
* o B s PR e 24

1. Molekularni sloj

Il Vanjski AN & AR

g 2 . '
granularni sloj LALA ‘:‘A‘ Waphs

lil. Vanijski
piramidni sloj

IV. Unutarniji
granularni sloj

V. Unutarniji
piramidni sloj

VI. Multiformni sloj

Slika 1.1. Prikaz sestoslojne mozdane kore klasi¢énim histoloskim bojanjima tkiva po Golgiju,

Nisslu i Weigertu. Preuzeto i prilagodeno iz Judas i Kostovi¢ 1997 (18).



Glavni tipovi neurona mozdane kore su (a) piramidni neuroni zastupljeni u kortikalnim
slojevima 111, V i VI, a njihov karakteristi¢ni neuroprijenosnik je glutamat koji ima svojstvo
ekscitacije ili pobudivanja. Naziv su dobili po tijelu stanice koje je piramidnog oblika. Uz to,
piramidni neuroni imaju razgranate bazalne dendrite, te jedan karakteristi¢ni vrsni (apikalni)
dendrit koji se proteze prema povrsnijim kortikalnim slojevima i pijalnoj povrsini gdje se
naposlijetku i razgrana, dok im se dugi akson pruza duboko prema bijeloj tvari (21) (Slika 1.2.).
S druge strane, vaznu ulogu u inhibiciji prijenosa signala imaju (b) interneuroni koje
karakteriziraju kratki aksoni 1 manje razgranati dendriti koji se granaju iskljucivo lokalno.
Interneuroni su prisutni u svim kortikalnim slojevima gdje su dospjeli tangencijalnom

migracijom, a sintetiziraju neurotransmiter GABA (gama-amino-maslac¢na Kiselina) (22—24).

b)

Slika 1.2. Diferencijacija piramidnih neurona u kortikalnim slojevima III i V mozdane kore

¢eonog reznja novorodenog djeteta i tipicna grada piramidnog neurona u mozdanoj kori

odraslog ¢ovjeka. Preuzeto i prilagodeno iz a) Mrzljak i sur 1988 (19) i b) Cajal 1911 (25).



Karakteristicnu strukturu kore velikoga mozga Cini kolumnarna 1 laminarna
organizacija. Temeljne strukturno-funkcionalne jednice mozdane kore ¢ine radijalni stupici
(kolumne) a formiraju se pozicioniranjem neurona koji su migracijom dospjeli na svoja kona¢na
odredista (26). Unutar samih radijalnih stupi¢a smjeStena su tijela neurona koja ¢ine sivu tvar,
dok njihovi aksoni ¢ine bijelu tvar mozdane kore. Radijalna migracija (27) je klju¢an proces
odgovoran za oblikovanje Sestoslojne strukture mozdane kore koji se odvija se po principu
migracije ,,iznutra-prema-van®, sto znaci da su neuroni dubokih slojeva mozdane kore rodeni
ranije od povrsinski smjestenih neurona koji se radaju kasnije. Od ovoga pravila odstupa jedino
marginalna zona (MZ) koja se nalazi ispod pijalne povrSine, a nastala je ranom podjelom
predploce (PPL), stoga neki neuroni u MZ predstavljaju jedne od najstarijih stanica u mozdanoj
neurona susjednih kolumni. Prema Rakic¢evoj hipotezi radijalne jedinice (27,31-33), migracija
neurona pomocu radijalnih glija stanica odreduje njihovu kolumnarnu poziciju, dok vrijeme
rodenja u proliferativnim zonama uz stijenke mozdanih komora (ventrikularna, VZ i
subventrikularna, SVZ) odreduje laminarnu poziciju (33).

Aktivnost transkripcijskih faktora u stanicama i signalnih molekula u izvanstaniénom
prostoru utjee na regulaciju procesa stani¢ne proliferacije, diferencijacije i migracije prema
kona¢nom odredistu u mozdanoj kori (6). Agregacija stanica u prolaznim fetalnim zonama
tijekom prenatalnog razvoja, kao jedan od klju¢nih dogadaja u kortikogenezi, pod snaznim je
utjecajem vremenski-prostorno koordinirane ekspresije gena karakteristicnih za odredeni
kortikalni sloj (34). Stupanj diferencijacije i stjecanje molekularnog identiteta neurona

omogucen je aktivacijom i deaktivacijom transkripcijskih faktora (14,35-37).



1.2. Razvoj moZdane Kore ¢ovjeka

Razvojno podrijetlo srediSnjeg i perifernog ziv€anog sustava embrioloski potjece iz
vanjskog zametnog listica gastrule, odnosno ektoderma. Niz slozenih neurogenetskh i
histogenetskih procesa odgovorno je za razvoj mozga Covjeka od najranijih embrionalnih
stadija (12,38-42) do postnatalnog razdoblja u kojima su mozak i njegove strukture
funkcionalne i visoko specijalizirane (43-46). Razvoj mozga Covjeka karkteriziran je
vremenskim 1 prostornim slijedom neurogenetskih procesa (stani¢na proliferacija, migracija,
molekularna specifikacija, agregacija neurona, morfoloska i kemijska diferencijacija neurona,
sinaptogeneza, mijelinizacija, procesi razvojne reorganizacije i finog podesavanja (Slika 1.3.)
(47-51).

. . . Pod utjecajem okoli3aidrustvenovodeni
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Slika 1.3. Prikaz neurogenetskih procesa i procesa razvojne reorganizacije tijekom prenatalnog
1 postnatalnog razdoblja s posebnim naglaskom na razvoj SP zone (gore) i sinapsi (dolje).

Preuzeto 1 prilagodeno iz Kostovi¢ 2020 (52)



Tijekom embrionalnog razdoblja, ve¢ u 3. tjednu nakon zaceca (TNZ), dolazi do
stvaranja zadebljanja na vanjskom zametnom listi¢u ektoderma kao jedan od prvih dogadaja
kojim zapocinje stvaranje neuralne ploce. Slijedi oblikovanje neuralnog Zlijeba uzdizanjem
lateralnih rubova zadebljanja neuralne ploCe. Neuralni nabori su posljedica grani¢nog
zadebljanja rubova neuralnog zlijeba koji se uslijed priblizavanja pocinju spajati, pri ¢emu
nastaje neuralna cijev. Sloj neuroepitelnih stanica, koje su nediferencirane te imaju svojstvo
pluripotentnosti, pokrivaju unutrasnju stijenku neuralne cijevi. Pluripotentne, neuroepitelne
stanice postaju preteCe svih tipova stanica zivéanog sustava koje ¢e nakon diobe specijalizirati
svoj molekularni profil i postati dio populacije neurona, radijalnih glija stanica, astrocita ili
oligodendrocita. Histogenezom nastaju strukture zivéanog tkiva kojeg ¢ini skup rano
organiziranih neuroepitelnih stanica koje jo$ nisu diferencirane, kao i njihovih stanica potomaka
koje su nastale proliferacijom. Oblik tkivne strukture se mijenja uslijed morfogeneze koja utjece
na savijanje neuralne cijevi, te se na odredenim mjestima formiraju i pregibi koji ¢e se uslijed
daljnjeg rasta spojiti i oblikovati mozdane mjehuri¢e. Promjena oblika neuralne cijevi klju¢an
je dogadaj u ranoj neurogenezi buduéi da se prema nastalim mozdanim mjehuri¢ima odreduje
temeljna podijela mozga na specijalizirane 1 funkcionalne regije koje obavljaju razlicite
funkcije (4,8,12).

Da bi se detaljnije razumio proces razvoja Sestoslojne mozdane kore ¢ovjeka potrebno
je poznavati njeno prenatalno prolazno laminarno ustrojstvo, citoarhitektonsku gradu pojedinih
prolaznih fetalnih zona, te njihove funkcije tijekom razvoja. Prolazne fetalne zone su strukture
koje nastaju tijekom embrionalnog i fetalnog razvoja, iz kojih ¢e se procesima razvojne
reorganizacije razviti siva i bijela tvar velikog mozga. Sloj neuralnih progenitorskih stanica,
smjestenih uz stijenke fetalnih mozdanih komora, proliferirajuca je ,,tvornica“ iz koje ¢e nastati
velike populacije neurona 1 glija stanica mozdane kore. Zona u kojoj se odvija najveci dio
proliferacije je VZ. Neuralne mati¢ne stanice iz VZ mogu se dijeliti simetri¢nom i
nesimetriénom diobom. Neuralne mati¢ne stanice se dijele simetri¢nim diobama kojima nastaju
stanice s pluripotentnim svojstvom, te na taj nacin odrzavaju svoju populaciju. S druge strane,
kako bi se povecavao broj drugih tipova stanica, neuralne mati¢ne stanice proliferiraju
nesimetri¢nim diobama nakon kojih nastaju progenitorske stanice koje su pretece drugih tipova
stanica mozdane kore, a koje ¢e diferencijacijom i molekularnom specifikacijom (53-56)
postati buduci neuroni i glija stanice. Proces proliferacije neuroepitelnih stanica zapo€inje oko
Cetrdesetog dana embrionalnog razvoja (57). Tijekom 6. TNZ neposredno uz VZ formira se i

SVZ koja se smatra sekundarnom zonom proliferacije (58-61). Progenitorske stanice nastale
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nesimetri¢nim diobama dalje proliferiraju u SVZ, te stvaraju postmitoti¢ke neurone koji ¢e
zapoceti proces migracije prema predvidenoj kona¢noj destinaciji, gdje ¢e zauzeti svoj polozaj
i specijalizirati se za odredene uloge (62). SVZ se moze podijeliti s obzirom na strukturu i
prisutnost razli¢itih stani¢nih komponenti i vlakana na vanjsku SVZ (engl., outer subventricular
zone, 0SVZ), unutarnji fibrilarni sloj (engl., inner fibrilar layer, IFL), te unutarnju SVZ (engl.,
inner subventricular zone, ISVZ) koja se proteze od IFL do intermedijalne zone (12).

Glavno mjesto migracije je 1Z, u koju dolaze postmitoti¢ki neuroni iz SVZ kojima
prilikom migracije glavni oslonac pruzaju posebne radijalne glija stanice. Neuralna migracija
zahtjeva razli¢ite molekularne mehanizme, te aktivnost proteina i signalnih molekula pomocu
kojih se stanice kre¢u po izduZenim ograncima radijalnih glija stanica koje se protezu od VZ
prema pijalnoj povrsini (27). Konac¢no odrediste migriraju¢ih neurona, odnosno njihov buduci
polozaj najve¢im je dijelom predodreden vremenom rodenja i mjestom njihovog nastanka u
proliferativnoj jedinici u VZ. Prema tome, konac¢an laminarni polozaj neurona budu¢e mozdane
kore uvjetovan je lokacijom proliferativne jedinice u VZ iz koje je nastao. S druge strane,
kolumnarni polozaj neurona uvjetuje odredeno vrijeme nastanka neurona, te brzina migracije
putem radijalne glije stanice (32). Nakon S§to su dospjeli do svog konacnog odredista,
postmigratorni neuroni prolaze kroz procese stani¢ne diferencijacije i molekularne specifikacije
(63-69). Specificnom regulacijom izrazaja signalnih molekula i transkripcijskih faktora, te
morfoloskim promjenama u gradi citoskeleta koja utje¢e na veli¢inu tijela stanice, aksona i
dendrita, postmigracijski neuroni prolaze kroz proces diferencijacije (Slika 1.4.). Nadalje,
kemijska specifikacija se odrazava u promjenama koje se ticu sinteze molekula odgovarajuceg
neuroprijenosnika kojega ¢e presinapticki neuron otpustati prema postsinaptiCkom neuronu s

kojim je uspostavio sinapticku vezu tijekom procesa sinaptogeneze (70-74).
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Slika 1.4. Shematski prikaz diferencijacije glavnih populacija stanica u mozdanoj kori misa (A)
i razvoja prolaznih fetalnih zona od ranog embrionalnog (a) do kasnog fetalnog (g) razdoblja
kod ¢ovjeka (B). Preuzeto i prilagodeno iz (A) Luhmann i sur 2016 (75) i (B) Kostovi¢ i Judas
2015 (8).



Oblikovanje CP pri kraju 8. TNZ je kljuéni dogadaj u neurogenezi koji 0znacava prijelaz
iz embrionalnog u fetalno razdoblje. CP prolazi kroz nekoliko morfoloskih promjena buducéi da
se nezreli neuroni kontinuirano zaustavljaju na odredenom mjestu nakon migracije (76).
Nakupljanjem postmigratornih neurona dolazi do kondenzacije CP ¢ime joj se povecava i
povrsina koju zauzima, u odnosu na 1Z (57). Tijek formiranja i stupanj razvoja CP se moze
pratiti kroz nekoliko razvojnih faza. U prvoj fazi nastaje predploca (PPL) koja se podijeli na
gornji i donji dio, pri ¢emu od gornjeg dijela nastane MZ (smjestena ispod pijalne povrsine), a
od donjeg dijela PPL nastaje ,,primitivna“ CP (smjeStena ispod MZ). Zatim slijedi druga faza
tijekom koje se povecava gusto¢a CP, te prolazi primarnu kondenzaciju. Tako kondenzirana
CP poprima izgled rane laminacije kroz tre¢u fazu razvoja, a dolaskom novih postmigratornih
neurona i njihovom akumulacijom dolazi do sekundarne kondenzacija CP koja prolazi kroz
Cetvrtu fazu. Vertikalnom stupic¢astom formacijom neurona u organizirane kolumne, CP
poprima karakteristi¢nu gradu $to ¢ini petu fazu razvoja (77). Ispod pijalne povrSine nalazi se
MZ i sjediste je Cajal-Retziusovih stanica, jednih od najstarijih neurona, koje su nastale tijekom
ranog embrionalnog razdoblja (78,79). Cajal-Retziusove stanice su vazne za uspostavljanje
pravilnog ustrojstva kore velikog mozga buduci da je njihov produkt glikoprotein reelin kojeg
izluCuju izvan stanice vazna komponenta izvanstani¢énog matriksa. Reelin regulira migraciju
stanica i omogucuje pravilno pozicioniranje i organizaciju neurona u slojeve tako $to utje¢e na
kaskadu signalnih molekula koje poticu zaustavljanje migracije neurona na odredenoj poziciji.
Pravilni obrasci laminacije u CP iz kojih ¢e se razviti Sestoslojna mozdana kora ovise o
ispravnoj aktivnosti reelina prilikom regulacije migracije (80). Orijentiraju¢i se od pijalne
povrsine prema stjenkama moZzdanih komora, osnovu buduce sive tvari mozdane kore tijekom
prenatalnog razdoblja ¢ine tri prolazne fetalne zone: MZ (ispod pije), CP i SP, dok bijelu tvar
¢ini prvenstveno 1Z, a proliferativne zone VZ i1 SVZ se zadrZavaju kao sloj ependimskih stanica
uz stjenke mozdanih komora.

Sljede¢i vazni dogadaj u neurogenezi je formacija sublate-a (SP) kao nove prolazne
zone koja se pocinje formirati delaminacijom dubokog dijela CP oko 13. TNZ (7,51,52,81). U
SP zoni se nalazi heterogena populacija neurona medu kojima su migratorni postmitoticki
neuroni, postmigratorni neuroni, te glija stanice (7,8). Posebnost SP zone je u tome $to sluzi
kao mjesto uspostavljanja ranih sinapsi izmedu rastucih talamokortikalnih i kortikokortikalnih
vlakana (82) i subplate neurona (83-87). Budu¢i da dio neurona mozdane kore jo$ nije roden u
VZ, SP sluzi kao dinami¢no mjesto privremenog boravka velikog broja aferentnih kortikalnih
vlakana (52,88). Histolosku arhitekturu SP zone karakterizira obilnost izvanstani¢cnog matriksa,

prisutstvo vlakana, te rasprSenih stani¢nih elemenata. Uslijed intenzivne migracije
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postmitotickih neurona i pristizanja novih aferentnih vlakana dolazi do znacajnog povecanja
veli¢ine SP zone, koja dostize najveéi volumen tijekom stacionarne faze, oko 28. TNZ. U
razdoblju nakon 30. TNZ, SP zona se pocinje postupno povlaciti zbog premjestanja vlakana i
smanjenja koli¢ine izvanstani¢énog matriksa. To ¢e naposlijetku rezultirati nestajanjem SP zone
nakon rodenja, dok dio SP neurona trajno ostaje unutar bijele tvari kao intersticijski neuroni
(7).

Vecina se neurogenetskih i histogenetskih procesa odvija paralelno tijekom prenatalnog
razvoja, dok se neki javljaju u kasnom periodu gestacije prije rodenja, te nastavljaju
postnatalno. Medu kasnije procese se ubrajaju mijelinizacija aksona, te fino podeSavanje
stvorenih veza, odnosno odstranjivanje prekomjereno stvorenih sinapsi. U razdoblju oko 6.
mjeseca prenatalnog razvoja zapo€inje proces mijelinizacije, prilikom kojega dolazi do
stvaranja lipidne ovojnice mijelina oko aksonskih vlakana §to olakSava komunikaciju medu
neuronima, buduci da ubrzava prijenos elektriénog impulsa ¢ak i do 100 puta (62).

Za postizanje visokog stupnja specijalizacije mozdane kore za specificne funkcije
potrebni su procesi razvojne reorganizacije koji se provode finim podeSavanjem asocijacijskih
1 komisurnih veza izmedu neurona mozdane kore. Prilikom razvojne reorganizacije dolazi do
uklanjanja nepotrebnih 1 skra¢ivanja predugih aksona i dendritickih ogranaka koji su se
prekomjereno formirali tijekom embrionalnog i fetalnog razvoja. Nadalje, dolazi do uklanjanja
prevelikog broja uspostavljenih sinapsi (89) procesom sinaptickog obrezivanja. U tom procesu
sudjeluju i mikroglija stanice koje imaju fagocitnu ulogu kod uklanjanja o$tec¢enih i nepotrebnih
stani¢nih ostataka, a tako i eliminaciji prekomjernog broja sinapsi (90). Sinteza odredenog tipa
neuroprijenosnika moze se promijeniti regulacijom ekspresije gena u pojedinim neuronima.
Nadalje, programiranom stani¢nom smr¢u ili apoptozom se odstranjuju nepotrebni neuroni, sto
je od velike vaznosti za uspostavljanje funkcionalnih neuralnih krugova (91). Signalizacijom iz
okoline poti¢e se ekspresija gena za sintezu apoptotickih proteina koji sudjeluju u kaskadnoj
reakciji koja ¢e pokrenuti fragmentaciju dijelova stanice i uzrokovati njenu smrt. Pritom postoje
razli¢iti mehanizmi koji aktiviraju stani¢nu smrt, a razlikuju se medu prolaznim zonama (92).

Opisani progresivni i reorganizacijski procesi koji se nastavljaju postnatalno i tijekom
ranog djetinjstva rezultiraju nastankom funkcionalne moZzdane kore svih reznjeva velikog
mozga ¢ovjeka. Veliki mozak Covjeka dijeli se na Cetiri glavna reznja: ¢eoni (lobus frontalis),
tiemeni (lobus parietalis), sljepoo¢ni (lobus temporalis) i zatiljni (lobus occipitalis) te dva
dodatna: limbicki (lobus limbicus) i inzularni rezanj (lobus insularis). Uslijed funkcionalne

specijalizacije pojedinih reznjeva javljaju se i regionalne razlike u citoarhitektonici mozdane
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kore. Stoga su se u ovom istrazivanju kojim se bavi doktorski rad, pomoc¢u molekularnih

biljega, detaljnije istrazile regionalne razlike mozdane kore ¢eonog i zatiljnog reznja.

1.3. Grada, funkcije i stvaranje veza u ¢eonom i zatiljnom reZnju mozga ¢ovjeka

S obzirom da su se u ovom doktorskom radu proucavale regionalne razlike u ¢eonom i
zatiljnom reznju tijekom ranog i srednjeg fetalnog razdoblja, potrebno je osvrnuti se i na
specifi¢nosti u gradi i funkcijama ¢eonog i zatiljnog reznja u odraslom mozgu te na razvoj
glavnih neuronskih krugova.

Ceoni rezanj (lobus frontalis) je najveéi rezanj ljudskog mozga i sjediste je visih
kognitivnih funkcija, kao $to su donosSenje odluka, izvrsne funkcije, planiranje buduénosti,
radno pamcenje, osobnost, motivacija, formiranje voljnih pokreta i govora (93,94). Smjesten je
iza ¢eone kosti (0s frontale) i ispred sredi$nje brazde (sulcus centralis). Odvojen je srediSnjom
pukotinom (fissura centralis Rolandi) od tjemenog reznja, te lateralnom pukotinom (fissura
lateralis Sylvii) od sljepoo¢nog reznja. S obzirom na polozaj mozdanih vijuga, moze se
podijeliti na: lateralni, polarni, orbitalni (naziva se i bazalni ili ventralni) i medijalni dio (95)
(Slika 1.5.). Izokorteks (neokorteks) ¢eonog reznja moze se klasificirati prema tipu stanica
unutarnjeg zrnatog (granularnog) sloja (1) u granularni, disgranularni i agranularni korteks
(44). Prefrontalna mozdana kora ¢eonog reznja (cortex praefrontalis) upravlja slozenim
kognitivnim procesima, postavljanju i odrzavanju ciljeva i organiziranju zadataka kronoloskim
redom (95-98). Nadalje, podru¢je ¢eonog reznja u lijevoj hemisferi koje upravlja motorickom
kontrolom govora naziva se Brocino podruéje (gyrus frontalis inferior) (99). Primarna
motoricka mozdana kora (100) ima ulogu u kontroliranju pokreta tijela (101), dok premotoricka
mozdana kora ima ulogu u odredivanju smjera kretanja i reagiranju na vanjske podrazaje (102).
Orbitofrontalna mozdana kora je srediste za obradu emocija i emocionalno ponasanje (103),
dok je dorzolateralna moZdana kora Ceonog reznja odgovorna za upravljanje kognitivnim 1
1zvrSnim funkcijama (u€enje, radno pamcenje, kognitivna fleksibilnost, logi¢ko zakljucivanje,

planiranje) (3,95,104).
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Slika 1.5. Shematski prikaz gornje strane mozdanih polutki s nazna¢enim vijugama ¢eonog
reznja (2-gyrus frontalis superior, 3-medius, 4-inferior, 6-gyrus precentralis). Prilagodeno i
preuzeto iz Judas i Kostovi¢ 1997 (18).

Razvoj neuronskih krugova u mozdanoj kori ¢eonog reznja (Slika 1.6.) zapocinje
tijekom ranih faza fetalnog razdoblja (93,105). Na prijelazu iz embrionalnog u fetalno razdoblje
(8 TNZ), rani radijalno orijentirani neuroni uspostavljaju bilaminarnu distribuciju sinapsi
(105,106). Prve sinapse (51) su prolazne, a rasporedene su u dva sloja: iznad (u MZ) i ispod CP
(u pSP) (4,5,106-108). Nadalje, nakon faze formiranja SP zone (13-15 TNZ), kada je prisutna
karakteristicna prolazna fetalna laminacija, dolazi do intenzivnije sinaptogeneze i
diferencijacije SP zone koja pokazuje i regionalne razlike (9,109). Glavne rane aferentne veze
predstavljaju rastu¢a glutamatergi¢ka vlakna iz talamusa (100,110), kolinergicka vlakna iz
bazalnog telencefalona (111), te modulatorna monoaminergicka vlakna iz mozdanog debla
(112,113).

Pocetkom kasnog fetalnog razdoblja (nakon 24 TNZ), rast aferentnih vlakana iz
talamusa je najintenzivniji. Talamokortikalna vlakna rastu kroz 1Z i SP koja je u svojoj
najvoluminoznijoj fazi (52), te urastaju u CP (105). Paralelno s time, razvijaju se i kortiko-

subkortikalna vlakna medu kojima su i kortiko-striatalni putevi (114) i kortikospinalni eferentni
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putevi (101,115). Krajem kasnog fetalnog razdoblja dolazi do postupnog nestajanja prolaznih
neuralnih veza kako bi se formirali trajni funkcionalni krugovi. Nadalje, jacaju kortiko-
kortikalne veze, a karakteristicno je i da se u ovom razdoblju stvaraju jake talamokortikalne
veze iz mediodorzalne jezgre talamusa (82). Tijekom neonatalnog razdoblja naglasak je na
intenzivnoj sinaptogenezi i reorganizaciji Kkortiko-kortikalnih puteva, skraivanjem veé
postojecih 1 uklanjanjem nepotrebnih asocijacijskih i komisurnih aksona kako bi se uspostavila

funkcionalna povezanost (105).
(a) b?

(d)

¢

(c)

Kortikalna plo¢a Projekcije bazalnog telencefalona
Talamokortikalne projekcije
Bl Subplate Subplate projekcije
Talamus Corpus callosum projekcije

Kortiko-kortikalne projekcije

Proliferativne zone Duge kortiko-kortikaine projekcije

Slika 1.6. Razvoj aksonskih puteva mozdane kore ¢ovjeka tijekom fetalnog razdoblja. Slika
prikazuje urastanje vlakana tijekom ranog a) 10.5 TNZ, srednjeg b) 20 TNZ, c) 23 TNZ, te
kasnog fetalnog razvoja d) 28 TNZ. Preuzeto i prilagodeno iz Kostovi¢ i Judas 2015 (105).
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Zatiljni rezanj (lobus occipitalis), smjesten je u krajnjem posteriornom dijelu velikoga
mozga i glavni je centar za obradu vidnih informacija (Slika 1.7.). Zauzima manji dio straznjeg
dijela mozga, izmedu malog mozga, sljepoocnog i tjemenog reznja, a prekriva ga zatiljna kost
lubanje (os occipitale) koja lezi iznad. Odvojen je od tjemenog i sljepoocnog reznja tjemeno-
zatiljnom pukotinom (fissura parietooccipitalis) (116). Medijalna povrSina zatiljnog reznja
podijeljena je dubokom uzduznom kalkarinom pukotinom (fissura calcarina) koja se pruza od
tjemeno-zatiljne pukotine do zatiljnog pola (117). Iznad kalkarine pukotine nalazi se cuneus, a
ispod je gyrus occipitotemporalis medialis (gyrus lingualis). Primarna vidna ili strijatalna kora,
koja se naziva V1 ili Brodmannovo podruéje 17 (118), nalazi se na medijalnom dijelu zatiljnog
reznja te prima vidne informacije od mreznice preko lateralnog koljenastog tijela (corpus
geniculatum laterale, CGL) u metatalamusu (119). Informacije iz primarne vidne kore prenose
se pomocu dorzalnog i ventralnog puta. Dorzalni put povezan je s procesiranjem informacija o
lokaciji objekta, a prenosi vidne informacije preko sekundarne vidne kore u tjemeni rezanj, dok
je ventralni put povezan s prepoznavanjem objekata te prenosi informacije preko sekundarne
vidne kore u sljepoo¢ni rezanj. Brodmannovo podrucje 18 i 19 naziva se sekundarna
(asocijacijska) vidna ili prestrijatalna kora koja okruzuje primarnu vidnu koru od koje prima i
obraduje informacije, a obuhvaca V2, V3, V4 i V5. Osim iz V1 podruéja, sekundarna vidna
kora prima informacije iz pulvinara koji je jezgra posteriornog dijela talamusa. To je podrucje
odgovorno za sloZeniju obradu vidnih podataka kao §to je percepcija pokreta, percepcija boja i

percepcija oblika (120).
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Slika 1.7. Shematski prikaz medijalne povrSine mozdane polutke s naznacenim pukotinama
zatiljnog reznja (24- fissura parietooccipitalis, te 25- fissura calcarina). Prilagodeno i preuzeto
iz Judas i Kostovi¢ 1997 (18).

Veze izmedu mreznice, CGL i1 primarne vidne kore (V1) razvijaju se tijekom
prenatalnog razdoblja. Rani aksoni optickog trakta (tractus opticus) dolaze do CGL u fazi
embrionalnog razdoblja (5 TNZ) (121,122), medutim sinapse izmedu ranih vlakana i neurona
u CGL uspostavljaju se kasnije u ranom fetalnom razdoblju oko 11-12 TNZ (123). Formiranje
neuralnih krugova u primarnoj vidnoj kori moze se pratiti tijekom srednjeg fetalnog razdoblja
(18-20 TNZ) (124). Naime, u tom razbolju retinogenikulatna vlakna su pristigla u CGL koja se
zatim pocinje laminirati u Sest slojeva stanica izmedu kojih su aksoni (slojevi 1-2
magnocelularni i slojevi 3-6 parvocelularni) (125). Genikulokortikalni aksoni zatim prodiru u
SP zatiljnog reznja gdje stvaraju privremene sinapse sa SP neuronima, te nakon razdoblja
¢ekanja krecu se prema CP gdje stvaraju veze s kortikalnim neuronima buduce primarne vidne
kore (124).

Uspostavljanje asocijativnih neuronskih krugova u sekundarnoj vidnoj kori zatiljnog
reznja moze se pratiti pomocu histoloskog AchE bojanja tijekom nekoliko faza fetalnog

razdobolja (7). Tijekom ranog fetalnog razdoblja (10.5-13 TNZ) prisutna su vlakna iz pulvinara
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koja sezu prema kori zatiljnog reznja, no ne dolaze do CP nego se zaustavljaju ve¢ u srednjem
dijelu IZ. Rastu¢i aksoni iz pulvinara se zatim Sire kroz cijelu IZ dok se u lateralnom dijelu
pulvinara gusto¢a neurona smanjuje uslijed poveéanja broja vlakana (7). U zatiljnom reznju
tijekom srednjeg fetalnog razdoblja (14-16 TNZ) CP je kondenzirana, ali jos ne sadrZi neurone
povrsinskih slojeva (II-1V) (126). Tijekom kasnijih faza srednjeg fetalnog razdoblja (17-20
TNZ) pulvinokortikalna vlakna dolaze direktno do granice 1Z ispod SP zone koja u tom razbolju
sadrzi nezrele postmitoticke i migratorne neurone.

Nadalje, krajem srednjeg fetalnog razdoblja (21-25 TNZ) rastuca vlakna prodiru u SP
zonu koja je sada voluminozna, a u njenom dubokom dijelu se javlja oStra citoarhitektonska
granica izmedu primarne i asocijacijske vidne kore koja upucuje na razdvajanje
pulvinokortikalnih i genikulokortikalnih vlakana (125,127,128). Naposlijetku, razdoblje
kasnog fetalnog razvoja (nakon 26 TNZ) je period kada pulvinokortikalna vlakna prodiru u CP
buduce sekundarne vidne kore. Granica izmedu primarne i asocijacijske vidne kore se moze
jasno uoditi i u odrasloj mozdanoj kori zbog razlike u citoarhitekturi sloja IV koji se na prijelazu
iz primarne u asocijacijsku vidnu koru razdijeli na tri podsloja (IVa, IVb i IVc).

Tijekom razvoja ¢eonog i zatiljnog reznja javljaju se karakteristi¢ne citoarhitektonske
regionalne razlike mozdane kore koje su nastale pod utjecajem gena i slozenih molekularnih
mehanizama. Na regulaciju opisanih razvojnih procesa utjeCu transkripcijski i
posttranskripcijski faktori, medu kojima su i RNA-vezujuci proteini. U fokusu ove doktorske

studije je RNA-vezujudi protein CELF1 koji je prisutan u mozdanoj kori tijekom razvoja.

1.4. RNA-vezujudi proteini

Vremenski i prostorno precizno koordinirana regulacija ekspresije gena preduvijet je
normalnog razvoja mozga (129-132). Za razliku od regulacije transkripcije koja se desetlje¢ima
proucavala, tek je nedavno pokazana vaznost regulacije mRNA translacije tijekom prenatalnog
razvoja mozga (133). Pri tom procesu, kljuénu ulogu imaju RNA-vezujuci proteini (engl. RNA-
binding proteins, RBP). Jedan od tih proteina, CELF1 je potreban za razvoj ranih progenitora i
glutamatergickih neurona tijekom razvoja mozdane kore misa (134). Unato¢ nedavno
pokazanoj klju¢noj ulozi mRNA translacije u regulaciji razvoja mozdane kore misa, niz pitanja
ostaje otvoreno, ukljucujuci i CELF1 ekspresijski obrazac, laminarna i regionalna raspodjela,

te njegovi molekularni mehanizmi 1 uloga tijekom razvoja mozdane kore ¢ovjeka.
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Dosadasnja istrazivanja uglavnom su fokusirana na proucavanje regulacije izrazaja gena
na razini transkriptoma, analiziraju¢i mRNA produkte nastale nakon prepisivanja upute s DNA
molekule, te nakon doradivanja prepisanih mRNA molekula u procesu alternativnog
prekrajanja (engl. alternative splicing) (37,135,136). Medutim, rezultati dobiveni analizom
transkriptoma nisu dostatni budu¢i da se prepisana mRNA ne mora nuzno i translatirati u
proteinski produkt. U posttranskripcijskoj i translacijskoj regulaciji (Slika 1.8.) sudjeluje niz
¢imbenika, medu kojima su RNA-vezujuéi proteini (engl. RNA-binding proteins, RBP) (137-

139).
5 E Degradacija

: .
Alternativno e
prekrajanje

) Translacija

§ E Lokalizacija

Slika 1.8. Uloga RNA-vezujucih proteina u transkripcijskoj 1 translacijskoj kontroli ekspresije

gena. Preuzeto 1 prilagodeno 1z Lennox 1 sur 2018 (140).

Uloga RNA-vezujuéih proteina je kontrola ekspresije gena stvaranjem ribonukleo-
proteinskih kompleksa (Slika 1.9.), pri ¢emu se proteini vezu na odredene sekvence i strukturne
motive na RNA-vezuju¢im domenama (141). RNA-vezujuéi proteini mogu se vezati na RNA
molekulu izravno ili pak kao dijelovi proteinskih kompleksa koji se vezu na RNA (142). RNA-
vezujudi proteini imaju modulatorne mehanizme kojima mogu utjecati na ishod alternativnog
prekrajanja mRNA, $to doprinosi stvaranju izoformi proteina tijekom translacije, odnosno
sinteze proteina. Alternativni splicing RNA molekula u neuronima vazan je za kontrolu
sinaptogeneze (143). Regulacija RNA se odvija preko cis-elemenata kodiranih sekvencom

RNA ili preko sekundarne strukture RNA. Na cis-elemente se vezu trans-faktori, a to su
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prvenstveno RNA-vezujuéi proteini, te male (sncRNA), i duge (IncRNA) nekodiraju¢e RNA
molekule (140,144,145).

a) Djelovanje RBP na RNA b) Djelovanje RNA na RBP

RBP RNA

RNA-vezujuca
RNA-vezujuca domena?

domena
RNA

Procesiranje Stabilnost Lokalizacija Funkcija Lokalizacija
Modificiranje Translacija Interakcija Stabilnost

Slika 1.9. Medusobni utjecaj interakcije RBP i RNA na njihovu stabilnost, metabolizam 1

funkciju. Preuzeto i prilagodeno iz Hentze i sur 2018 (141).

Mnogobrojni RNA-vezujuéi proteini su eksprimirani tijekom prenatalnog razvoja
mozdane kore, §to je i dokazano in situ hibridizacijom, analizom transkriptoma, te profiliranjem
njihovih ekspresijskih obrazaca (133,134,146,147). Pokazano je da su RBP ukljuceni u
regulaciju najvaznijih procesa tijekom kortikogeneze (Slika 1.10.), kao §to su proliferacija,

stani¢na specifikacija, migracija, te sazrijevanje neurona (142,148,149).
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Slika 1.10. Kontrola mRNA translacije tijekom neuronalnog razvoja. Preuzeto i prilagodeno iz
Park i sur 2022 (150).

Poznato je da proteini PTB (engl. Polypyrimidine Tract Binding Protein), regulatori
alternativnog prekrajanja (PTB1 i PTB2) imaju utjecaj na proliferaciju progenitorskih stanica,
te na njihovu diferencijaciju. PTBL1 je eksprimiran tijekom razvoja u stanicama radijalne glije,
ali ne 1 u diferenciranim neuronima §to upucuje na njegovu ulogu u stani¢nom ciklusu radijalnih
glija stanica (151,152). Za razliku od toga, PTB2 je eksprimiran tijekom razvoja u
progenitorskim stanicama, kao i u diferenciranim neuronima. Studije su pokazale kako PTB2
tijekom alternativnog prekrajanja kontrolira mRNA odredenih gena koji su vazni za
diferencijaciju neurona, poput MRNA gena DLG4 (153-155). Neki od RBP koji su vazni za
razvoj mozdane kore, a dio su exon- junction kompleksa (EJC) utjeCu 1 na metabolizam mRNA,

kako u jezgri, tako i u citoplazmi (156-158).

Posttranskripcijski regulatorni mehanizam koji je vazan za diferencijaciju neurona
tijekom razvoja mozga je kontrola unutarstani¢ne lokalizacije RNA. Primjerice, STAU2 je RBP
koji kontrolira RNA lokalizaciju u diferenciranim neuronima koji su nastali nesimetri¢nim
diobama progenitorskih stanica radijalne glije u kojima je STAU2 eksprimiran (159,160).

Nadalje, poznato je da je RNA kao jednolan¢ana molekula nestabilnija od dvostruke zavojnice
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DNA, te je stoga bitno da postoje faktori koji utjeCu na stabilnost mRNA koja nakon
transkripcije nosi uputu za sintezu proteina. Za to su zasluzni i RBP koji svojim vezanjem
smanjuju fragilnost RNA te utjecu na njezin ishod kod translacije (161). U te procese su
ukljuceni RBP poznatiji kao Hu proteini od kojih su najistaknutiji Hu antigen R (HuR) te Hu
antigen D (HuD) a pripadaju porodici ELAVL proteina (Embryonic Lethal, Abnormal Vision,
Drosophila, homolog like) (134,162-164). HuR ili Elavl1 je karakteristi¢an po tome $to se veze
za 3’UTR (untranslated region, engl.) dio ciljane RNA, te tako doprinosi njenoj stabilnosti i
ishodu translacije (165-168). S druge strane, HuD ili Elavl4 je RBP koji je uklju¢en u razvoj
dendritickog razgranjenja i specifikacije neurona dubokih kortikalnih slojeva (169,170).
Istrazivanja su pokazala da delecija HuD gena utjece na promjene u ponaSanju kod glodavaca
u vidu napadaja te repetitivnih obrazaca ponasanja karakteristicnih za osobe s epileptickom

encefalopatijom te u poremecajima iz autisticnog spektra (169,171-173)

1.5. Uloga CELF1 proteina u razvoju mozZdane kore

Glavni predmet ove studije je protein CELF1, RBP koji je eksprimiran tijekom
prenatalnog razdoblja s vaznom ulogom u razvoju mozdane kore. Ovaj protein pripada obitelji
CELF (CUGBP, Elav-like family) RNA-vezujuéih proteina za koje je poznato da reguliraju
stabilnost i translaciju specificnih mRNA (174). CELF obitelj ¢ini Sest razli¢itih proteina,
nazvanih od CELF1 do CELF6 a svi su uklju¢eni u regulaciju alternativnog prekrajanja mRNA
u jezgri stanice (175). Aktivni su u citoplazmi stanice jer mogu utjecati na tijek translacije na
nacin da ju zaustave (represija) ili ponovno potaknu (derepresija) ako je bila zaustavljena (134).
U literaturi se navedeni proteini nazivaju i BRUNOL (Bruno-like) proteini, prema homolognom
Bruno proteinu pronadenom u vinske musice (Drosophila melanogaster). Zanimljivo je da je
CELF1 prvi iz ove obitelji koji je izoliran i okarakteriran kao jezgreni protein koji se veze za
CUG sekvencu u molekuli RNA (174).

Nedavna studija je pokazala da je RNA-vezujuci protein CELF1 izrazen u radijalnim
glija stanicama tijekom ranih faza neurogeneze kod covjeka (10-13 TNZ) (134). Regulirajuci
stabilnost i translaciju ovih mRNA, CELF1 ima klju¢nu ulogu u razvoju i funkciji mozga
(134,174). Ekspresija svih Sest proteina iz CELF obitelji zabiljezena je tijekom fetalnog
razdoblja i u odraslom mozgu ¢ovjeka a polimorfizmi i promjene u njihovoj regulaciji su
povezani s nastankom neuromuskularnih 1 neurodegenerativnih poremecaja, poput
spinocerebelarne ataksije tip 8 (SCAS8) 1 miotoni¢ne distrofije tip 1 (MD1) (143). Analiza
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transkriptoma je pokazala da postoji viSe razliCitih izoformi CELF proteina $to pridonosi
proteomskoj kompleksnosti i varijabilnosti njihovih interakcija s RNA. Budué¢i da CELF
proteini pokazuju aktivnost tijekom gametogeneze i ranog embrionalnog razvitka, zabiljezena
je 1 njihova ukljucenost u normalno funkcioniranje srca i skeletnih misica, kao 1 ispravno

funkcioniranje sinapti¢kog prijenosa signala (174).

Popovitchenko i suradnici (135) su nedavno na modelu misa pokazali molekularni
mehanizam kojim Celfl regulira razvoj glutamategickih neurona pomocu gena Elavl4 (134).
Pokazano je da nekontrolirana translacija Elavl4 u progenitorskim stanicama dovodi do
abnormalnog razvoja glutamatergickih neurona, dok selektivna translacija Elavl4, koju direktno
regulira RBP Celfl rezultira pravilnom diferencijacijom glutamatergi¢kih neurona tijekom
razvoja mozdane kore misa. Celfl se veze na 5S'UTR mRNA izoformi Elavl4 (Slika 1.11.), te
na taj nacin odreduje koje ¢e se izoforme translatirati, u kojem trenutku, te u kojoj koli¢ini
(134). Poznato je da neuralne mati¢ne stanice, nazvane progenitorske stanice radijalne glije,
proizvode subpopulacije glutamategickih neurona tijekom razvoja mozdane kore. Ova studija
pokazala je da je Celfl izraZzen u ranim progenitorskim stanicama radijalne glije, od kojih ¢e
nastati subpopulacija glutamatergickih neurona koji se projiciraju subkortikalno u mozdanoj
kori misa. Prema tome, pokazano je da je Celfl protein prisutan u ventrikularnoj zoni (VZ) 13.
embrionalnog dana (E13) misa, kada se radaju neuroni dubljih slojeva mozdane kore, za razliku

od ventrikularne zone E16 gdje je zabiljezeno odsustvo Celfl (134).

Na temelju prikaza rezultata dosadasnjih istrazivanja o razvoju mozdane kore kao 1
znacenja koje ima RNA vezujuc¢i protein CELF1 u kontroli genske ekspresije 1 sinteze proteina,
proizlazi da je CELF1 vaZan biljeg neurona dubokih slojeva moZzdane kore te da je ukljucen u
niz molekularnih procesa koji su vazni za diferencijaciju projekcijskih neurona. Medutim, do
sada nije poznat laminarni i regionalni obrazac ekspresije CELF1 proteina niti njegova
kolokalizacija sa drugim biljezima neurona dubokih kortikalnih slojeva tijekom prenatalnog
razvoja mozga Covjeka. Prema tome, istrazivanje u ovom doktorskom radu je dizajnirano da

rijesi neka od tih vaznih pitanja.
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Slika 1.11. Shematski prikaz utjecaja Celfl translacijske represije Elavl4 preko njegove 5' UTR
regije na razvoj glutamatergic¢kih neurona. Preuzeto i prilagodeno iz Popovitchenko i sur 2020
(134).
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1.6. Svrha rada

Unato¢ saznanjima o vaznoj ulozi Celfl tijekom razvoja mozdane kore misa, niz pitanja
o ulozi CELF1 u mozgu ¢ovjeka ostaje neodgovoreno, ukljucuju¢i CELF1 ekspresijski obrazac,
laminarna i regionalna raspodijela, te njegova uloga u neurogenezi u prenatalnoj mozdanoj kori
Covjeka. Ovim istrazivanjem se nastojimo pribliziti razumijevanju uloge RNA-vezujucih
proteina u procesu neurogeneze, a posebice laminarnog i regionalnog razvitka mozga ¢ovjeka,
s obzirom da do danas nije poznato kako je kortikalni razvoj u covjeka reguliran putem procesa
translacije, ni koji su klju¢ni molekularni regulatori ukljuceni u taj kompleksni proces. Nadalje,
cilj ovog istrazivanja je utvrditi razvojno razdoblje neurogeneze u kojemu dolazi do razvijanja
molekularnog identiteta projekcijskih (prospektivnih glutamatergickih) neurona, te dobiti nove
normativne podatke koji ¢e posluziti za buduca istrazivanja abnormalnih promjena uzrokovanih
ranim poremecajima kortikalne organizacije.

Stoga se u ovom istraZivanju povezivanjem znanja klasi¢ne razvojne neuroanatomije s
bioloskom funkcijom i u¢inkom molekularnih mehanizama RNA-vezujuc¢eg proteina CELF1,
nastoji pribliziti boljem razumijevanju regulacije translacijskih mehanizama tijekom razvitka
mozdane kore Covjeka, koje ¢e pridonijeti boljem shvacanju uloge poremecaja translacijskih

procesa koji dovode do pojave neurorazvojnih bolesti.
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2. HIPOTEZA

Obzirom da RNA-vezujuéi protein CELF1 regulira translaciju mMRNA u ranim progenitorskim
stanicama uklju¢enim u produkciju i regulaciju identiteta glutamatergickih neurona, o¢ekujemo
ranu laminarnu ekspresiju i razliCitu regionalnu raspodjelu S§to bi ukazivalo na njegovo
sudjelovanje u izgradnji arhitekture i regionalne diferencijacije mozdane kore Covjeka tijekom

prenatalnog razvoja.
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3. CILJEVI RADA

3.1. Opéi cilj

Odrediti vremensko-prostornu dinamiku laminarnog ekspresijskog obrasca RNA-vezujuceg
proteina CELF1, koji utjeCe na tijek translacije mRNA tijekom neurogeneze i odreduje identitet
glutamatergickih neurona, u razli¢itim regijama palijuma (pallium, lat.) tijekom prenatalnog

razvoja ljudske mozdane kore

3.2. Specificni ciljevi

Specifi¢ni ciljevi ovog istraZivanja su:

1. Odrediti laminarni ekspresijski obrazac proteina CELF1, te njegovu regionalnu raspodjelu u
mozdanoj kori ¢eonog i zatiljnog reznja tijekom ranog (8-12 TNZ) i srednjeg fetalnog razdoblja
(13-24 TNZ).

2. Istraziti nalaze li se progenitorske stanice, osim u proliferativnim zonama i u drugim
prolaznim fetalnim zonama budu¢e moZzdane kore, s obzirom na kompleksnost prolazne fetalne
laminacije u covjeka (176), te u nedavno opisanom multilaminarnom odjeljku MACC

(multilaminar axonal-cellular compartment, engl.).

3. Odrediti subpopulacije stanica koje eksprimiraju protein CELF1 u moZdanoj kori ¢eonog i
zatiljnog reznja s biljezima specifiénim za neurone odredenih slojeva korteksa: CTIP2, TLE4,
FOXP2, SOXS, TBR1 (duboki slojevi), CDP (povrSinski slojevi), te odrediti neurotransmiterski
profil (npr. vGLUT) stanica koje eksprimiraju CELFL1.
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4. MATERIJALI | METODE

4.1. Materijali

Eksperimentalni dio ove studije proveden je na preparatima koji su dio Zagrebacke
Neuroembrioloske zbirke, Hrvatskog instituta za istrazivanje mozga, Medicinskog fakulteta
Sveucilista u Zagrebu. Prilikom uzimanja uzoraka poStovani su potrebni eticki standardi iz
odredbe koje donosi Helsinska deklaracija iz 2000. te je sukladno tome dobiveno odobrenje
Etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta, SveuciliSta u Zagrebu. Identitet uzoraka
postmortalnog tkiva fetalnog mozga zasti¢en je u potpunosti tijekom istrazivanja tako da je
svakom pojedinom tkivu pridruzena odgovaraju¢a numericka oznaka. Bitno je za naglasiti da
su svi uzorci bili bez kongenitalnih malformacija srediSnjeg Ziv€anog sustava. Dio prenatalnih
uzoraka je dobiven u sklopu Joint MRC/Wellcome Trust grant #099175/Z/12/Z Human
Developmental Biology Resource. Fiksacija tkiva je provedena u 4% paraformaldehidu (PFA)
te su nakon toga uzorci dehidrirani uzlaznom serijom alkohola (70 % etanol, 96 % etanol, 100
% etanol, toluol) te uklopljeni u parafin. Odabrani uzorci su nakon uklapanja u parafinske
blokove rezani u koronarnoj ravnini na rezove debljine 10-20 pm pomoc¢u mikrotoma (Leica,
SM2000R, Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch, Njemacka). Analizirani su prenatalni
uzorci ¢eonog i zatiljnog reznja (Slika 4.1.) koji pokrivaju vremensko razdoblje od 7.5 do 38
tjedana nakon zaceca (TNZ). Tijekom istrazivanja koristen je 1 uzorak prenatalnog mozga
kasnog embrionalnog razdoblja (7.5 TNZ), 8 uzoraka ranog fetalnog razdoblja (8-12 TNZ), 16
uzoraka srednjeg fetalnog razdoblja (13-21 TNZ), 3 uzorka kasnog fetalnog razdoblja (24-38
TNZ) te postmortem uzorak odraslog ljudskog mozga (18 godina) da bi se testirala specificnost

CELF1 s obzirom da je prisutan u piramidnim neuronima moZdane kore odraslog covjeka

(Tablica 4.1.).
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Slika 4.1. Koronarni presjeci prenatalnog mozga covjeka oznaceni brojevima od L1
(anteriorno) do L7 (posteriorno); prikaz mozdane hemisfere s (a) lateralne i (b) medijalne
strane. Shematski prikaz podruja mozga koriStenth za imunohistokemijska, te
imunofluorescencijska bojanja. Podruéja od interesa su oznacene na rezovima L2 mozdane kore

¢eonog reznja i L7 mozdane kora zatiljnog reznja. Preuzeto i prilagodeno iz Kang i sur 2011
(129).

27



Tablica 4.1. Koristeni uzorci tkiva mozga fiksiranih 4% PFA i uklopljenih u parafin (FFPE)

Razvojno razdoblje Histoloski uzorci | Dob (TNZ)
mozdanog tkiva
Embrionalno razdoblje Uzorak 1 7.5
<8TNZ
Uzorak 2 8
Uzorak 3 8
Uzorak 4 9
Rano fetalno razdoblje Uzorak 5 10
8-12 TNZ Uzorak 6 11
Uzorak 7 12
Uzorak 8 12
Uzorak 9 12
Uzorak 10 13
Uzorak 11 13
Uzorak 12 13
Uzorak 13 14
Uzorak 14 14
Srednje fetalno razdoblje Uzorak 15 15
13-21 TNZ Uzorak 16 15
Uzorak 17 15
Uzorak 18 17
Uzorak 19 17
Uzorak 20 17
Uzorak 21 19/20
Uzorak 22 20
Uzorak 23 20
Uzorak 24 21
Uzorak 25 21
Uzorak 26 24
Kasno fetalno razdoblje Uzorak 27 24/25
24-38 TNZ Uzorak 28 38
Postnatalno razdoblje Uzorak 29 18 g.
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4.2. Metode

4.2.1. Histolosko bojanje metodom po Nisslu

Metoda bojanja po Nisslu koristila se na susjednim histoloskim rezovima za prikaz
citoarhitektonike kojom se jasno moze vizualizirati granica izmedu pojedinih prolaznih fetalnih
zona (VZ,SVZ, 1Z, SP, CP, MZ). Metoda se temelji na vezivanju boje krezil-violet na negativni
naboj nukleinskih kiselina DNA i RNA u jezgri, te Nisslovoj tvari u citoplazmi neurona koju
¢ine granularne nakupine ribosomalne RNA na hrapavom endoplazmatskom retikulumu.

Uzorci parafinskih rezova prenatalnin mozgova su deparafinizirani u otopini Xylola
(dva puta po 10 min), a zatim su tretirani uranjanjem u etanol silaznih koncentracija: 100%
EtOH (dva puta po 5 min), 96% EtOH (dva puta po 5 min), te 70% EtOH (5 min). Bojanje
histoloskih uzoraka je provedeno pomocu 0,5% otopine krezil-violet u vodi u omjeru 1:4. (5-
10 min ovisno o debljini reza i starosti tkiva). Nakon toga uslijedilo je ispiranje uzoraka u
destiliranoj vodi, 1 min. Postupak diferenciranja je proveden pomocu otopine kiselog alkohola
(70% alkohol + dvije kapi 10% octene kiseline). Uzorci su dehidrirani u otopinama alkohola
uzlaznih koncentracija (70% alkohol 5 min, dvije promjene 96% alkohola po 5 min, te dvije
promjene 100% alkohola po 5 min), i uronjeni u otopini Xylola 5 min. Obojeni preparati
pokriveni su medijem za pokrivanje Poly-mount (Polysciences, Warrington, PA, SAD) i

pokrovnim stakalcima.

4.2.2. Imunohistokemija (IHC)

Imunohistokemijska metoda koristila se u izradi ovog doktorskog istraZivanja za
pracenje dinamike ekspresijskog obrasca RNA-vezujuceg proteina CELF1 u prolaznim
fetalnim zonama mozdane kore tijekom ranog i1 srednjeg fetalnog razdoblja. Uz pomoc
komercijalno dostupnih protutijela, a na temelju specifiénog vezanja antigen-protutijelo
selektivno je vizualiziran antigen proteina CELF1 u stanicama na histoloskim presjecima
postupkom indirektne detekcije (Slika 4.2.). Vizualizacija antigena se postize razvijanjem

kromogena supstrata za peroksidazu (DAB).
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Preparati histoloskih rezova se nakon rezanja deparafiniziraju u ksilolu (dva puta po 10
min) te dehidriraju u izmjenama silaznog koncentracijskog niza etanola: dva puta u 100%
etanolu po 5 min, dva puta u 96% etanolu po 5 min te jednom u 70% etanolu (5 min). Nakon
dehidracije, preparati se ispiru 10 min u 1X PBS (137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 8 mM Na2HPO4,
and 2 MM KH2POs). Postupak otvaranja epitopa na antigenima se provodi termi¢kom obradom
preparata u citratnom puferu. Otopina citratnog pufera pH=6,0 (0,01M) se priprema pomocu
2,1g citratnog monohidrata u 900 mL dH2O, postepenim dodavanjem 2M NaOH uz stalnu
kontrolu pH koja je na kraju profiltrirana (pH=6). Preparati na predmetnim stakalcima su potom
uronjeni u citratni pufer, termicki obradeni u mikrovalnoj peénici na 700W (5-10 min) i 350W
(20 min). Slijedi hladenje preparata na sobnoj temperaturi u citratnom puferu (30 min), ispiranje
u otopini 1X PBS-a (tri promjene po 10 min). Da bi se reduciralo pozadinsko bojanje, preparati
se predtretiraju s otopinom metanola (MetOH) i vodikovog peroksida (H202) u svrhu suzbijanja
obojenja krvnih zila te iskljuéenja aktivnosti endogenih peroksidaza. Otopina za predtretman
se pripremila netom prije upotrebe dodavajuc¢i 300 mL MetOH u 100 mL dH20 i 400 uL. H2.O>
(lako hlapljiv). Nakon 30 min predtretmana na sobnoj temperaturi, slijedi ispiranje u 1X PBS
puferu (3 puta po 10 min). Slijedi inkubacija preparata u blokiraju¢oj otopini (5% BSA i 0,5%
Triton X-100 u 1xPBS) 1 sat na sobnoj temperaturi kako bi se sprije€ila nespecifi¢na vezanja
protutijela. Zatim je uslijedila primjena primarnog protutijela (Tablica 4.2.) razrijedivanjem u
predvidenom omjeru u blokirajucoj otopini, te inkubacija preko no¢i na +4°C.

Sljede¢i dan su uzorci isprani u 1X PBS tri puta po 10 min. Ovisno o domacinu
primarnog protutijela koriSteno je odgovarajuce sekundarno protutijelo iz ABC Vectastain kit-
a (Vector Laboratories, Newark, CA, SAD) razrijedeno 1:200 u 2,5% BSA i 0,25% Triton X-
100 u 1xPBS. Nakon inkubacije sekundarnih protutijela, 1 sat na sobnoj temperaturi uzorci su
isprani 3 puta po 10 min u 1X PBS. Specifi¢nost sustava za vizualizaciju pojacava se
dodavanjem avidin i biotin komponenti iz ABC Vectastain kit-a koje ¢e s enzimom
peroksidazom (HRP) stvoriti aktivni kompleks koji ¢e razgraditi supstrat (DAB) i dati
karakteristi¢no obojenje na mjestu ciljanog antigena. Poslije inkubacije avidina i biotina 1 sat
na sobnoj temperaturi uzorci su isprani 3 puta po 10 min u 1X PBS. Uslijedilo je razvijanje
reakcije u DAB otopini do pojave kromogene reakcije. KoriStene su Sigmafast DAB with metal
tablete (Sigma Aldrich, Burlington, MA, SAD). Nakon toga su uzorci isprani 3 puta po 10 min
u 1X PBS te osuSeni na zraku.

Tre¢i dan su osuSeni uzorci bili uronjeni u Xylol (2 puta po 5 min) i pokriveni

pokrivalom Polymount (Polysciences, Warrington, PA, SAD) i pokrovnim stakalcem. Uzorci
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su analizirani nakon skeniranja na skeneru visoke rezolucije Nanozoomer 2.0RS (Hamamatsu,

Japan).

@ ©
Avidin-biotin kompleks °'§'°§°
o)} oXo
T
Biotinom oznaceno
sekundarno protutijelo | ]

Primarno protutijelo

Tkivni antigen ,\,\

Slika 4.2. Shematski prikaz indirektne detekcije antigena putem imunohistokemijske metode.

Preuzeto i prilagodeno iz Rasmussen i Rudbeck 2015 (177).
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4.2.3. Imunofluorescencija (IF)

Kako bi se definirao molekularni profil subpopulacije stanica koje eksprimiraju CELF1
te za prikazivanje regionalnih citoarhitektonskih razlika mozdane kore, koriStena je
imunofluorescencijska metoda na prenatalnom tkivu mozga Covjeka. Dvostruko
imunofluorescencijsko oznacavanje posluzilo je za utvrdivanje kolokalizacije, odnosno jesu i
u promatranim stanicama eksprimirana dva ili vise biljega za odredene slojeve budu¢e mozdane
kore (CUX1, CUX2, SATB2 za neurone povrsinskih slojeva, te CTIP2, TLE4, FOXP2, TBR1
za neurone dubokih slojeva). Protokol za imunofluorescenciju (Slika 4.3.) prati protokol za
imunohistokemiju (IHC), no razlikuje se u izostavljanju koraka predtretmana, te u koristenju
komercijalno dostupnih fluorescentnih sekundarnih protutijela Alexa Fluor 488 i 555 (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD). Dodatno, peparati se na kraju protokola tretiraju s
TrueBlack Lipofuscin quencherom (Biotium, Fremont, CA, SAD) koji suzbija
autofluorescenciju, te se pokrivaju pokrivalom Vectashield (Vector Laboratories, Newark, CA,
SAD) koje sadrzi DAPI. Preparati se zatim analiziraju na skeneru visoke razlucivosti ili na

konfokalnom mikroskopu Olympus FVV3000 (Olympus, Tokio, Japan).

Al Antigen -/w "'q.._,./.‘
\_- :'- .
\. Primarno protutijelo _\y y 0
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\\' Sekundarno protutijelo \(
Az A8
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Slika 4.3. Shematski prikaz indirektne detekcije antigena putem imunofluorescencijske

metode. Preuzeto i prilagodeno s ptglab.com (178)
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Tablica 4.2. KoriStena primarna i sekundarna protutijela

Primarna protutijela
Protutijelo Paodrijetlo (izotip) Kataloski Proizvodaé Razrjedenje
broj

CELF1 mis§je monoklonsko sc-20003 Santa Cruz 1:250
biotechnology

CELF1 ze&je poliklonsko ab129115 Abcam 1:1000

TBR1 ze&je poliklonsko ab31940 Abcam 1:150

TBR2 ze&je poliklonsko ah23345 Abcam 1:200

CTIP2 Stakorsko monoklonsko ab18465 Abcam 1:500

TLE4 mis§je monoklonsko 5C-365406 Santa Cruz 1:50
biotechnology

SOX5 zecje poliklonsko ab94396 Abcam 1:1000

RELN mi§je monoklonsko MAB5366 Millipore 1:1000

CALR mi§je monoklonsko 6B3 Swant 1:1000

GAD67 mi§je monoklonsko MAB5406 Millipore 1:500

DCX mi§je monoklonsko sc-271390 Santa Cruz 1:50
biotechnology

PAX6 misje monoklonsko AMADb9137 | Atlas Antibodies | 1:500

2

TUBB3 zecje poliklonsko PRB-435P BiolLegend 1:1000

SMI312 mi§je monoklonsko 837901 BioLegend 1:1000

Ki67 misje monoklonsko M7240 Dako 1:50

vGLUT zamorcevo poliklonsko AB5905 Millipore 1:100

CELF4 zecje poliklonsko PA5-58196 Thermo Fisher | 1:250
Scientific

SNAP25 mi§je monoklonsko 836301 BioLegend 1:1000

DMPK zecje poliklonsko HPAO007164 | Atlas Antibodies | 1:200

Sekundarna protutijela

Alexa kozje anti-zecje A-32731 Thermo  Fisher | 1:1000

Fluor 488 Scientific

Alexa kozje anti-zecje A-21422 Thermo  Fisher | 1:1000

Fluor 555 Scientific

Alexa kozje anti-stakorsko A-21434 Thermo Fisher | 1:1000

Fluor 555 Scientific

Alexa kozje anti-zamoréevo A-21434 Thermo Fisher | 1:1000

Fluor 555 Scientific
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4.2.4. Metoda dokazivanja interakcije proteina metodom ligacije u neposrednoj blizini

Postojanje fizicke interakcije RNA-vezujuceg proteina CELF1 s protein kinazom
DMPK provjereno je pomoc¢u takozvane metode ligacije u neposrednoj blizini (engl. proximity
ligation assay, PLA) na postmortem uzorcima tkiva mozga Covjeka. Ova metoda sluzi za
detekciju interakcije dvaju proteina, a temelji na principu stvaranja DNA produkta koji nastaje
mehanizmom amplifikacije kotrljaju¢eg kruga (engl. rolling circle amplification), ukoliko dode
do interakcije dvaju proteina od interesa. Proteini od interesa obiljezavaju se specificnim
protutijelima a detekcija se ostvaruje indirektno putem posebno dizajniranih oligonukleotidnih
proba. Nadu li se probe u medusobnoj udaljenosti manjoj od 40 nm dolazi do njihove ligacije i
amplifikacije signala DNA polimerazom. Nastali DNA produkt detektira se kao fluorescentni
signal §to potvrduje interakciju proteina (Slika 4.4.).

Prije samog PLA protokola potrebno je deparafinizirati uzorke. Slijedi ispiranje u 1X
PBS 10 min i termicka obrada preparata u citratnom puferu u mikrovalnoj pe¢nici na 800W do
klju¢anja, a zatim na 400W 20 min. Uzorci su isprani u 1X PBS 10 min. Nakon nano$enja
blokirajuce otopine Duolink Blocking Solution iz komercijalno dostupnog kita Duolink In Situ
Orange Starter Kit Mouse/Rabbit (Sigma Aldrich, Burlington, MA, SAD) uslijedila je
inkubiracija 1 sat na 37 °C u vlaznoj komori. Slijedi primjena primarnih protutijela koja se
razrijeduju u odgovarajucoj koncentracijij u Duolink Antibody Diluent reagensu i inkubacija
preko no¢i u vlaznoj komori na +4 °C.

Drugi dan uzorci se ispiru dva puta po 5 min u 1 x puferu Wash Buffer A iz kita, nakon
¢ega se primjenjuju oligonukleotidne probe. PLUS i MINUS PLA probe se razrijeduju u omjeru
1:5 u Duolink Antibody Diluent reagensu te inkubiraju 1 sat na 37 °C u vlaznoj komori. Uzorci
se isperu dva puta po 5 min u 1 x Wash Buffer puferu. Postupak ligacije proba na uzorcima se
provodi otopinom za ligaciju (Duolink Ligation buffer i ligaza, 1:40) 30 min na 37 °C u vlaznoj
komori. Uzorci se ispiru dva puta po 5 min u 1 x puferu Wash Buffer puferu. Amplifikacija
signala se provodi otopinom 1X Amplification Buffer i polimeraze u omjeru 1:80 koja se na
uzorcima inkubira 100 min na 37 °C u vlaznoj komori. Potrebno je isprati uzorke dva puta po
10 min u 1 x puferu za ispiranje Wash Buffer B i jednom u 0,01 x puferu za ispiranje Wash
Buffer B na 1 min. Uzorci se zatim pokrivaju pokrivalom iz kita Duolink PLA Mounting
Medium koje sadrzi DAPI za oznaCavanje stani¢nih jezgara. Preparati se analiziraju na

konfokalnom fluorescentnom mikroskopu Olympus FV3000 (Olympus, Tokio, Japan).
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Slika 4.4. Shematski prikaz reakcije amplifikacije kotrljajuc¢eg kruga polimerazom pomocu

PLA metode. Preuzeto i prilagodeno sa sigmaaldrich.com (179)

4.2.5. Metoda analize ekspresije MRNA — RNA Scope in situ hibridizacija (ISH)

Za odredivanje obrasca ekspresije MRNA molekule gena CELF1 i unutarstani¢ne
lokacije eksprimirane mRNA od interesa koristena je metoda in situ hibridizacije (ISH) RNA
scope. Ova metoda je koriStena i kada kolokalizacija dvaju neuronskih biljega pomocu
protutijela metodom imunofluorescencije nije bila moguc¢a. Protokol za RNA Scope slijedi
upute proizvodaca kita (ACD, Newark, CA, SAD) (Slika 4.4). Parafinske uzorke prenatalnog
tkiva potrebno je deparafinizirati. Uzorci se zatim ispiru u 1x DEPC-PBS tri puta po 10 min te
slijede tri predtretmana za optimalnu pripremu tkiva za ulazak RNA proba u stanice. Prvi
predtretman uzoraka je pomocu 3% otopine H202, 10 min na sobnoj temperaturi i ispiranje u
1x DEPC-PBS otopini tri puta po 10 min. Slijede¢i predtretman je termicka obrada uzoraka u
1x Target Retrieval puferu u mikrovalnoj pe¢nici na 800W a nakon kljucanja na 400W jos 10
min. Zatim se ispiru tri puta po 10 min u 1x DEPC-PBS. Uzorci se kratko dehidriraju
uranjanjem u 100% otopinu etanola dva puta po 2 min te se suse na zraku 20 min.

Na osuSene uzorke se u treCem predtretmanu nanosi proteaza plus iz kita 1 slijedi
inkubacija u hibridizacijskoj pe¢i HybeZ II (ACD, Newark, CA, SAD) 30 min na 40 °C. Uzorci
se ispiru tri puta po 10 min u 1x DEPC-PBS te slijedi priprema proba za hibridizaciju. RNA
probe se ovisno o kanalu (C1, C2, C3) razrijeduju ili u probi koja je C1 ili u reagensu Probe
diluent iz kita u omjeru 1:50 te se inkubiraju na uzorcima 2 sata u hibridizacijskoj pe¢i na

temperaturi od 40 °C (Tablica 4.3.). Uzorci se ispiru 2 min u 1x Wash buffer puferu iz kita.
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Uzorci se stavljaju u 5X SSC puferu preko noci na sobnoj temperaturi. Drugi dan, potrebno je
isprati uzorke prije nanosenja amplifikatora signala. Prvo se nanosi amplifikator AMPI i
inkubira 30 min na 40 °C, a zatim se 2 min ispire. Slijede¢i je amplifikator AMP2 koji se
inkubira 30 min na 40 °C i ispire 2 min, a zatim se nanosi i amplifikator AMP3 uz inkubaciju
30 min na 40 °C i ispire 2 min.

Nadalje, slijedi nanoSenje HRP-C1, HRP-C2 ili HRP-C3 na uzorke ovisno o
kombinaciji proba koje se koriste, inkubacija 15 min na 40 °C a potom ispiranje 2 min. Na
uzorke se dodaje boja TSA Plus (Akoya Biosciences, Malborough, MA, SAD) (fluorescein,
Cy3 ili Cy5) koja je razrijedena u Amplification diluent reagensu (1:100) 1 inkubira se 30 min
na 40 °C. Boja se ispire s uzoraka 2 min nakon ¢ega se nanosi HRP-blocker i inkubira 15 min
na 40 °C te ispire 2 min. Uzorci se pokrivaju pokrivalom Vectashield (Vector Laboratories,
Newark, CA, SAD) koje sadrzi DAPI nakon ¢ega se analiziraju na konfokalnom mikroskopu.

Predamplifikator

Probe za mRNA od interesa Amplifikator
& gy , Oznacene
> 3 9 probe
4 < B
o ; _J g
Korak 1 Korak 2 Korak 3 Korak 4

Slika 4.4. Shematski prikaz in situ detekcije RNA pomocu RNA Scope metode. Preuzeto i
prilagodeno iz acdbio.com (180)
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Tablica 4.3. Koristene RNA Scope probe

Naziv probe NCBI Referenca Kanal za detekciju Razrjedenje
CELF1 NM_001376376.1 C1 1:50
Naziv probe Kataloski broj Kanal za detekciju Razrjedenje
FOXP2 407261 C2 1:50
TBR1 425571 C3 1:50

4.2.6. Vizualizacija i analiza slika

Preparati dobiveni nakon Nissl, imunohistokemijskog i imunofluorescentnog bojanja,
vizualizirani su pomo¢u NanoZoomer 2.0RS (Hamamatsu, Japan) skenera visoke rezolucije za
digitalizaciju histoloskih preparata koriste¢i le¢u objektiva 40x (NA 0.75) s 455 nm/pixel
rezolucijom. Skener daje moguénost skeniranja kako svjetlosnih preparata (DAB), tako i
fluorescentnih koristenjem ugradenog LX2000 modula s filterima (DAPI, AF488, te AF555).
Nakon skeniranja preparata, slike su analizirane u programu NDP.view2. Za analizu preparata
dobivenih nakon PLA i RNA scope metoda koristio se konfokalni mikroskop Olympus F\VV3000
(Olympus, Tokio, Japan) s pridruzenim programom FV31S-SW Fluoview za dobivanje
preciznije slike koriste¢i objektive 20x 1 40x (UPlanSApo, NA 0.75, Olympus) u rezoluciji
1024 x 1024 pixela. Slike su dobivene koriste¢i dva kanala 488 i 555, a analiza dobivenih slika

je radena pomocu dostupnih programa za analizu kao $to je Fiji (ImageJ) i Microsoft Publisher.

4.2.7. Kvantifikacija i statisticka analiza

Kvantitativna analiza regionalne distribucije proucavanih biljega, te stanicna
kolokalizacija biljega odredivala se prema uspostavljenim protokolima za automatsku ili polu-
automatsku kvantifikaciju stanica (181,182). Nakon $to su odabrani imunofluorescencijski
uzorci za kvantifikaciju RNA-vezujuc¢eg proteina CELF1 u ranom i srednjem fetalnom
razdoblju, podaci o broju i zastupljenosti CELF1 pozitivnih stanica unutar pojedinih slojeva

dobiveni su koristenjem Fiji (ImageJ) programa s modulom Cell counter. Koristen je ,,Moments
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thresholding* kriterij za 8-bitne slike a pomocu binarnih funkcija "Watershed* i ,,Open*
postiglo se zaokruzivanje i ocrtavanje pojedinacnih stanica u binarnoj slici.

Podrucje ili regija od interesa (ROI) je definirana koriste¢i iste parametre oblika i
veli¢ine kroz sve analizirane uzorke. Nadalje, particle-analysis modul u programu FIJI je
koriSten sa slijede¢im parametrima: veli¢ina: 10-beskonac¢no; cirkularnost: 0.00-1.00. Ukupni
broj prisutnih pozitivnih stanica u svakoj regiji od interesa graficki je prikazan u rezultatima.
Slika presjeka kroz IF obojane rezove je podijeljena u 10 jednakih pravokutnih oblika koji
pokrivaju prolazne fetalne zone, a odredeni su prema odgovaraju¢em susjednom rezu obojanom
Nissl metodom. Stanice su izbrojane modulom Cell counter u programu FI1JI a podaci o broju
pozitivnih stanica unutar 10 odredenih pravokutnih oblika prikazani su graficki kao postotak
pozitivnih stanica u prolaznim fetalnim zonama. Na temelju dobivenih podataka provedeni su
statisticki testovi koji najprikladnije prikazuju 1 interpretiraju prikupljene podatke. Budu¢i da
je broj uzoraka prenatalnog mozga limitiran, odnosno 5 uzoraka za rano fetalno i 4 uzorka za
srednje fetalno razdoblje koristen je Mann-Whitney test za usporedbu zastupljenosti CELF1 u
odredenoj prolaznoj fetalnoj zoni izmedu dva razli¢ita vremenska razdoblja a Kruskal-Wallis
test koriSten je za usporedbu zastupljenosti CELF1 izmedu vise razli¢itih prolaznih fetalnih
zona unutar jednog vremenskog razdoblja. Dobivene statisticke vrijednosti izraZzene su kao

srednja vrijednost = SEM, uz p vrijednost < 0,05 za statisticku znacajnost.
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5. REZULTATI

5.1. Vremensko-prostorna dinamika laminarnog ekspresijskog obrasca CELF1 u

moZdanoj kori ¢eonog i zatiljnog reznja ¢ovjeka tijekom fetalnog razvoja

U ovom poglavlju je sustavno prikazana analiza prostorno-vremenskog obrasca
ekspresije RNA-vezujuc¢eg proteina CELFI1, te njegova raspodjela u prolaznim fetalnim
zonama mozdane kore Ceonog i zatiljnog reznja tijekom ranog (7.5-12 TNZ), srednjeg (13-24
TNZ) i kasnog (25-38 TNZ) fetalnog razdoblja. CELF1 je regulatorni protein koji utje¢e na
funkciju 1 sudbinu mRNA (Popovitchenko i sur 2022). Zbog izrazenih regionalnih razlika u
citoarhitekturi, analiza je radena na dorzolateralnoj moZdanoj kori ¢eonog (Slika 5.1.) 1

lateralnoj mozdanoj kori zatiljnog (Slika 5.2.) reZnja.

5.1.2. Vremensko-prostorna dinamika laminarnog ekspresijskog obrasca CELF1 u
mozdanoj Kori ¢eonog i zatiljnog reznja ¢ovjeka tijekom ranog (7.5-12 TNZ) i srednjeg
fetalnog razdoblja (13-24 TNZ)

Tijekom ranog (12 i 13 TNZ) fetalnog razdoblja, u dorzolateralnoj mozdanoj kori
¢eonog reznja (Slika 5.1. A, A' 1 B, B') pozitivan CELF1 signal detektiran je u proliferativnim
zonama VZ i SVZ, dok je najintenzivniji signal zabiljezen u CP. Tijekom srednjeg fetalnog
razdoblja prisutna je tipicna fetalna laminacija koja se proteze od stijenke fetalnih mozdanih
komora prema pijalnoj povrsini sljede¢im redoslijedom: VZ, SVZ, 1Z, SP, CP 1 MZ. Stoga je
15. TNZ zabiljeZen pozitivni CELF1 signal i u stanicama SP zone (Slika 5.1. C, C'), dok je u
17. TNZ intenzivan signal u CP (sjedistu postmitotickih neurona), kao i stanicama SP zone. Uz
navedeno, zabiljezen je pozitivan CELF1 signal u stanicama smjeStenim u VZ (Slika 5.1, D,
D"). 21. TNZ zabiljeZen je intenzivan pozitivan CELF1 signal u gusto pakiranim stanicama CP.
Siroka i razvijena SP zona pokazuje veéi intenzitet CELF1 signala u povr$nijem dijelu, dok je
proliferativna VZ blago pozitivna, potencijalno zbog smanjene proliferacije stanica (Slika 5.1.

E, E).
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Slika 5.1. Obrazac ekspresije RNA-vezujuéeg proteina CELF1 u mozdanoj kori ¢eonog reznja
tijekom ranog i srednjeg fetalnog razdoblja. Koronarni presjeci kroz mozdanu hemisferu (A, B,
C, D, E) prikazuju dinamiku ekspresijskog obrasca CELF1 u prolaznim fetalnim zonama.
Dorzolateralni dio mozdane kore ¢eonog reznja (A', B', C', D', E') prikazan je na veéem
povecanju s ciljem vizualizacije citoarhitekture prolaznih fetalnih zona (VZ=ventrikularna
zona, SVZ=subventrikularna zona, [Z=intermedijalna zona, SP=subplate zona, CP=kortikalna
plo¢a, MZ=marginalna zona). Mjerilo (A, B, C, D, E) = 200 um. Mjerilo (A', B', C', D', E') =
500 pm.

U lateralnoj mozdanoj kori zatiljnog reZnja mogu se uociti regionalne citoarhitektonske
razlike u odnosu na dorzolateralnu mozdanu koru ¢eonog reznja (Slika 5.2.). Delaminacija CP
je slabije izrazena zbog Cega se granica izmedu CP i1 SP slabije uocava. Nadalje, vidi se oStra
granica izmedu SP i vanjskog dijela sagittal strata (ESS, external sagittal strata, engl.) kojeg
predstavljaju vlakna (capsula externa). Rastuéa vlakna pruzaju se i u unutarnjem dijelu sagittal
strata (ISS, internal sagittal strata, engl.). Zbog urastanja vlakana u mozdanoj kori zatiljnog

reznja, SVZ je podijeljena na unutarnju (iSVZ, inner subventricular zone, engl.) 1 vanjsku
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(0SVZ, outer subventricular zone, engl.). oSVZ, ISS i ESS zajedno ¢ine multilaminarno-
aksonski odjeljak (MACC). Tijekom srednjeg fetalnog razdoblja starosti 13 TNZ (Slika 5.2. A,
A'"), CELF1 imunoreaktivnost je prisutna u stanicama CP. Tijekom razdoblja formiranja SP zone
(14. TNZ), kada se duboki dio CP delaminira, CELF1 pozitivni signal prisutan je u stanicama
duboke CP (Slika 5.2. B, B'). Nakon formiranja SP (15. TNZ), CELF1 imunoreaktivnost
prisutna je u stanicama SP (Slika 5.2. C, C'). Nadalje, tijekom 17. TNZ (Slika 5.2. D, D") i 20.
TNZ (Slika 5.2. E, E') najintenzivnija CELF1 imunoreaktivnost zabiljezena je u CP, dok je
intenzitet CELF1 signala u proliferativnim zonama znantno manji budu¢i da je intenzitet

proliferacije smanjen (Slika 5.2. E, E').
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Slika 5.2. Obrazac ekspresije RNA-vezujuceg proteina CELF1 u mozdanoj kori zatiljnog reznja
tijekom srednjeg fetalnog razdoblja. Koronarni presjeci kroz hemisferu mozga ¢ovjeka (A, B,
C, D, E) prikazuju dinamiku ekspresije RNA-vezujuéeg proteina CELF1 u prolaznim fetalnim
zonama. Lateralni dio moZzdane kore zatiljnog reznja (A', B', C', D', E') prikazan je na ve¢em
povecanju s ciljem vizualizacije citoarhitekture prolaznih fetalnih zona (VZ=ventrikularna
zona, 1ISVZ=unutarnja subventrikularna zona, oSVZ=vanjska subventrikularna zona, ISS=

internal sagittal strata, engl., ESS= external sagittal strata, engl., SP=subplate zona,
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CP=kortikalna plo¢a, MZ=marginalna zona). ESS, ISS i oSVZ ¢ine multilaminarno-aksonski
odjeljak MACC. Mierilo (A, B, C, D, E) = 200 um. Mjerilo (A", B', C', D', E') = 500 um.

Rezultati imunofluorescencijskog bojanja metodom dvostrukog oznacavanja,
istovremeno prikazuju ekspresiju RNA-vezujuceg proteina CELF1 1 transkripcijskog faktora
TBRI1, biljega SP neurona, u prolaznim fetalnim zonama (Slika 5.3.). U najranije proucavanom
razdoblju, na granici embrionalnog i fetalnog razdoblja (7.5 TNZ), CELF1 je pozitivan u
gornjem dijelu najranije kortikalne ploc¢e (pCP), dok je TBR1 (biljeg SP neurona) izrazen u
dubljem dijelu pCP (Slika 5.3. A, A.1). Uz navedeno, TBR1 je izrazen u presubplate zoni (pSP;
(B.1,C.1)) izmedu 8.-9. TNZ, dok je u kasnijim fazama (9.-15. TNZ) TBR1 eksprimiran u CP,
pSP i SP (Slika 3. C.1 — E.1). RNA-vezuju¢i protein CELF1 izraZen je u ranim proliferativnim
zonama VZ i SVZ, kao i u stanicama CP. Kolokalizacija izmedu TBR1 (zeleno) i CELF1

(crveno) zabiljeZena je pretezito u CP (Zuto).

15TNZ
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Slika 5.3. Koronarni presjeci mozdane kore ¢eonog reznja prikazuju obrazac ekspresije TBR 1
1 CELF1 tijekom ranog i srednjeg fetalnog razdoblja (7,5-15 TNZ). (A—E). Uokvireni dijelovi

na Nissl preparatima prikazuju dijelove IF obojenih rezova koji su snimljeni na konfokalnom
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mikroskopu (A.1-E.1). DAPI je koriSten za oznaCavanje stani¢nih jezgara. Mjerilo = 400 um.

Modificirano prema Kopi¢ i sur 2023 (106).

Na uzorcima obojenim imunofluorescencijskom metodom dvostrukog oznacavanja
prikazana je ekspresija RNA-vezujuceg proteina CELF1 1 transkripcijskog faktora PAX6
(biljega za progenitorske stanice) (Slika 5.4.). Ekspresija CELF1 zabiljezena je u
proliferativnim zonama VZ i SVZ, te u stanicama CP i SP. Prema ocekivanju, PAX6, biljeg za
progenitorske stanice iz kojih ¢e nastati i diferencirati neuroni, pokazuje intenzivnu
imunoreaktivnost u proliferativnim zonama VZ i SVZ.
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Slika 5.4. Koronarni presjeci mozdane kore ¢eonog reznja prikazuju obrazac ekspresije RNA-
vezujuceg proteina CELF1 1 transkripcijskog faktora PAX6 tijekom ranog (7.5-12 TNZ) i
srednje (13-15 TNZ) fetalnog razdoblja. Uokvireni dijelovi na Nissl preparatima prikazuju
dijelove IF obojenih rezova koji su snimljeni na konfokalnom mikroskopu (A.1-E.1). DAPI je

koriSten za oznacavanje stani¢nih jezgara. Mjerilo = 400 pm.
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5.1.3. Vremensko-prostorna dinamika laminarnog ekspresijskog obrasca CELF1 u
moZdanoj kori ¢eonog i zatiljnog reznja ¢ovjeka tijekom kasnog fetalnog razdoblja (25-
38 TNZ)

Analizirani su histoloski uzorci razvojne mozdane kore ¢eonog reznja kasnog fetalnog
razdoblja starosti 24-38 TNZ (Slika 5.5.) Krajem drugog tromjesecja (24-26 TNZ), CELF1
pozitivni signal prevladava u CP, te se jasno vidi kolumnarno ustrojstvo mozdane kore, kao
osnova za Sestoslojnu organizaciju mozdane kore odraslog mozga (Slika 5.5. A, B). CELFI
imunoreaktivnost je zabiljeZena u jezgrama neurona CP (Slika 5.5. A', B'). Uz navedeno,
pozitivan CELF1 signal je zabiljezen u neuronima SP, te u stanicama proliferativne VZ.
Tijekom 33. TNZ (Slika 5.5. C) uocava se slojevita strukturiranost CP u kojoj je vidljiv
intenzivan CELF1 signal u neuronima koji su poprimili piramidni oblik (Slika 5.5. C"). U skladu
s time, u 38. TNZ novonastala moZdana kora ¢eonog reznja sadrzi zrele CELF1 pozitivne
piramidne neurone (Slika 5.5. D, D"). CELF1 pozitivni neuroni smjeSteni su i u SP zoni, gdje
se nalaze urastajuca vlakna koja prolaze kroz IZ koja je osnova buduée bijele tvari velikoga

mozga.

24 TNZ

svz svz

svz
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Slika 5.5. Koronarni presjeci dorzolateralnog dijela mozdane kore ¢eonog reznja mozga
covjeka (A, B, C, D) prikazuju obrazac ekspresije RNA vezujuceg proteina CELF1 tijekom
kasnog fetalnog razdoblja (24-38 TNZ). CELFI je oznacen imunohistokemijskom metodom,
vizualiziran pomoc¢u kromogena DAB (smede). Slike (A, B, C, D) prikazuju prolazne fetalne
zone (VZ= ventrikularna zona, SVZ= subventrikularna zona, IZ= intermedijalna zona, SP=
subplate zona, CP= kortikalna ploca te MZ= marginalna zona) u dorzolateralnom dijelu

mozdane kore ¢eonog reznja. Mjerilo (A, B, C, D) = 500 pum. Mjerilo (A", B', C', D')= 100 um.
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5.1.4. Kvantitativna analiza ekspresije CELF1 tijekom ranog i srednjeg fetalnog

razdoblja

Kako bi se utvrdila raspodjela CELF1 pozitivnih stanica u prolaznim fetalnih zonama
mozdane kore u ranom fetalnom (7.5-12 TNZ) i srednjem fetalnom (13-24 TNZ) razdoblju
radena je kvantitativna analiza dobivenih podataka. Podaci o broju stanica pokazali su najveéu
zastupljenost CELF1 pozitivnih stanica u ranoj CP, te u proliferativnim zonama (VZ i SVZ)
tijekom ranog fetalnog razdoblja (Slika 5.6.). Sukladno s tim, podaci dobiveni nakon brojanja
stanica u uzorcima srednjeg fetalnog razdoblja pokazali su najve¢i broj CELF1 pozitivnih
stanica u CP 1 proliferativnim VZ i SVZ. Dodatno, kako se SP zona razvija tek nakon 13 TNZ,
u ovom razdoblju je utvrden veliki broj CELF1 pozitivnih stanica u SP (Slika 5.7.).

Rano fetalno razdoblje
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Slika 5.6. Raspodjela CELF1 pozitivnih stanica u prolaznim fetalnim zonama tijekom ranog
fetalnog razdoblja u razvoju ¢eone mozdane kore covjeka (7.5-12 TNZ). Podaci o broju CELF1

pozitivnih stanica/mm?2 pokazali su da je CELF1 pretezno izraZzen u CP.
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Srednje fetalno razdoblje
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Slika 5.7. Raspodjela CELF1 pozitivnih stanica u prolaznim fetalnim zonama tijekom srednjeg
fetalnog razdoblja u ¢eonoj mozdanoj kori covjeka (13-21 TNZ). CELF1 pozitivnie stanice su

prisutne u CP, SP, te VZ.

Podaci o broju CELF1 pozitivnih stanica/mm2 u prolaznim fetalnim zonama tijekom
ranog i1 srednjeg fetalnog razdoblja su analizirani statistickim testovima. S obzirom na mali broj
uzoraka, §to je bilo uvjetovano dostupnosc¢u histoloskog materijala postmortalnog prenatalnog
tkiva mozga Covjeka, distribucija podataka odstupa od normalne, te je odabran neparametrijski
statistiCki test Mann-Whitney U-test za usporedbu dviju nezavisnih skupina. Analiza usporedbe
zastupljenosti CELF1 pozitivnih stanica po mm? u pojedinoj prolaznoj fetalnoj zoni izmedu 2
vremenska razdoblja (rano i srednje) je pokazala da ne postoji statisticki znacajna razlika
izmedu broja CELF1 pozitivnih stanica po mm? u VZ, SVZ, 1Z, CP ili MZ izmedu ova dva
razvojna razdoblja, te da ne postoji statisticki znacajna razlika izmedu broja CELF1 pozitivnih

stanica po mm? u SP zoni izmedu razdoblja 13-15 TNZ, te razdoblja 17-21 TNZ (Slika 5.8.).
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Slika 5.8. Graficki prikaz podataka dobivenih nakon usporedbe zastupljenosti RNA vezujuceg
proteina CELF1 u stanicama prolaznih fetalnih zona tijekom ranog i srednjeg fetalnog razdoblja
(7.5-12 TNZ vs 13-21 TNZ). Podaci su dobiveni analizom pomoc¢u Mann-Whitney U-testa za
usporedbu dviju neovisnih skupina. Analiza nije pokazala statisti¢ki znacajnu razliku izmedu
usporedivanih skupina. Srednje vrijednosti SEM =+ za rano fetalno razdoblje su: MZ=0.26 +
0.18, CP=5.4 £ 1.07, 1Z=0.39 + 0.18, SVZ=0.42 £ 0.19, VZ=0.63 £ 0.54. Srednje vrijednosti
SEM = za srednje fetalno razdoblje su: MZ=0.21 £ 0.20, CP=2.3 £ 0.73, SP(13-15 TNZ)= 0.6
+0.3, SP (17-21 TNZ)=0.64 £ 0.33, 1Z=0.25 £ 0.12, SVZ=0.16 = 0.07, VZ=0.81 £ 0.28.

Podaci o broju CELF1 pozitivnih stanica po mm? analizirani su takoder pomoéu
neparametrijskog statistickog testa, Kruskal-Wallis H-testa za usporedbu zastupljenosti CELF 1
izmedu viSe razli€itih prolaznih fetalnih zona (MZ, CP, SP, IZ, SVZ, VZ) unutar jednog fetalnog
razdoblja (ranog ili srednjeg). Nakon provedenog testa pokazano je da postoji statisticki
znadajna razlika u broju i raspodijeli CELF1 pozitivnih stanica po mm? izmedu prolaznih
fetalnih zona tijekom ranog fetalnog razdoblja. Sukladno s time, analiza je pokazala da takoder
postoji statisticki znacajna razlika u broju i raspodijeli CELF1 pozitivnih stanica po mm?
izmedu prolaznih fetalnih zona tijekom srednjeg fetalnog razdoblja. Najveéi broj stanica

prisutan je u CP u ranom, kao i u srednjem fetalnom razdoblju (Slika 5.9.).
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Slika 5.9. Graficki prikaz podataka dobivenih usporedbom distribucije RNA-vezujuéeg

proteina CELF1 pomo¢u Kruskal-Wallis H-testa za usporedbu dviju ili viSe neovisnih skupina

u ranom i srednjem fetalnom razdoblju. Analiza je pokazala statisticki znacajnu razliku u broju

CELFI1 pozitivnih stanica/mm2 izmedu usporedivanih prolaznih fetalnih zona tijekom ranog

fetalnog razdoblja (7.5-12 TNZ) s *p=0,0170. Nadalje, analiza je pokazala statisti¢ki znacajnu

razliku u broju CELF1 pozitivnih stanica/mm?2 izmedu usporedivanih prolaznih fetalnih zona

tijekom srednjeg fetalnog razdoblja (13-21 TNZ) gdje je *p=0,0284. Srednje vrijednosti + SEM
za rano fetalno razdoblje su: MZ=0.26 + 0.18, CP=5.4 = 1.07, 1Z=0.39 = 0.18 SVZ=0.42 +

0.19, VZ=0.63 = 0.54. Srednje vrijednosti aritmeticke sredine = SEM za srednje fetalno

razdoblje su: MZ=0.21 + 0.20, CP=2.3 £ 0.73, SP=0.61 + 0.18, [Z=0.25 + 0.12, SVZ=0.16 +

0.07, VZ=0.81 £ 0.28.
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5.2. Karakterizacija progenitorskih stanica tijekom ranog i srednjeg fetalnog razdoblja

Transkripcijski faktor TBR2 je koriSten kao biljeg intermedijarnih progenitorskih
stanica u prolaznim fetalnim zonama buduc¢e mozdane kore tijekom ranog (Slika 5.10. 1 5.11.)
i srednjeg fetalnog razdoblja (Slika 5.12. 1 5.13.). Tijekom ranog fetalnog razdoblja (8. TNZ),
TBR2 imunoreaktivnost je prisutna u SVZ i1 1Z, a prisutne su i rane regionalne razlike u
kondenzaciji CP. CELF1 imunoreaktivne stanice su prisutne u predplo¢i (PPL) na medijalnom
dijelu mozdane kore Ceonog reznja (Slika 5.10. A ), u tankoj i ranoj CP na dorzalnom dijelu
mozdane kore ¢eonog reznja (Slika 5.10. B), te u CP veceg stupnja kondenzacije na lateralnom
dijelu mozdane kore ceonog reznja (Slika 5.10. C). Uz navedeno, uocava se i CELFI

pozitivnost u PPL u dijelu koji pripada moZdanoj kori zatiljnog reznja (Slika 5.10. D).

Slika 5.10. Poluhorizontalni presjek moZdane kore tijekom pocetne faze ranog fetalnog
razdoblja (8. TNZ) obojen imunofluorescencijskom metodom dvostrukog oznaCavanja.
Prikazani su CELF1 kao biljeg budu¢ih projekcijskih neurona, te TBR2 kao biljeg
intermedijarnih progenitorskih stanica. DAPI je koriSten za oznaCavanje stani¢nih jezgara.

Mjerilo =100 um.

Za detekciju razlicitih stadija diferenciranosti neurona tijekom faze prve kondenzacije
CP (9. TNZ), koriSteni su biljezi stani¢ne proliferacije (Ki67), diferencijacije (PAX6) 1
specifikacije neurona (TUBB3, TBR2, CELF1) (Slika 11.) Proliferativne (Ki67 pozitivne)
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stanice 1 PAX6 pozitivni progenitori agregiraju u proliferativnim zonama (VZ 1 SVZ).
Intermedijarne progenitorske (TBR2 pozitivne) stanice prisutne suu SVZ i 1Z, dok su CELF1
pozitivni neuroni prisutni u ranoj kondenziranoj CP. TUBB3 kao biljeg neurona oznacava
komponente citoskeleta i1 prisutan je u nezrelim postmigratornim neuronima CP, ¢ija tijela joS

nisu poprimila piramidni oblik, te u IZ i MZ.

Slika 5.11. Ekspresija molekularnih biljega tijekom rane faze formiranja kortikalne ploce (9.
TNZ). Koristeni su biljezi razli¢itih stadija stani¢ne diferenciranosti: Ki67 za proliferativne
stanice, PAX6 za progenitorske stanice, TBR2 biljeg intermedijarnih progenitorskih stanica,
CELF1 postmitoticki neuroni, te TUBB3 kao biljeg neuronalnog citoskeleta. DAPI je koriSten

za oznacavanje stani¢nih jezgara. Mjerilo =100 um. Modificirano prema Kopi¢ i sur 2023 (106).
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Tijekom srednjeg fetalnog razdoblja (13-17 TNZ), intermedijarne progenitorske stanice
(TBR2 pozitivne) prisutne su u proliferativnoj VZ i SVZ u mozdanoj kori zatiljnog reznja (Slika
5.12.). U ovoj fazi, prolazne fetalne zone (SVZ i 1Z) su kompleksnije grade nego u ranijim
fazama, jer kroz njih prolaze ve¢i snopovi vlakana. Stoga se mogu razlikovati: vanjska SVZ
(0oSVZ) i unutarnja SVZ (iSVZ). oSVZ, ISS i1 ESS ¢ine multilaminarni aksonsko-stanicni
odjeljak (MACC), opisan u Zuni¢ I3asegi i sur 2018 (176). Unutar MACC odjeljka se nalaze

TBR2 intermedijarne progenitorske stanice, pri cemu neke od njih kolokaliziraju sa CELF1

(Slika 5.13.).
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Slika 5.12. Lokalizacija biljega intermedijarnih progenitorskih stanica TBR2 1 RNA-vezujuceg
proteina CELF1 tijekom srednjeg fetalnog razdoblja (13-15 TNZ). Slika prikazuje VZ 1 SVZ,
MACC (ESS, ISS, oSVZ), iSVZ 1 SP u lateralnoj moZdanoj kori zatiljnog reznja. A=13 TNZ,
B=15 TNZ, C=17 TNZ. DAPI boja se koristi za oznacavanje stani¢nih jezgara. Mjerilo = 100

pum.
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Slika 5.13. Koronarni presjek kroz lateralnu moZzdanu koru zatiljnog reznja (15. TNZ) prikazuje
ekspresijski obrazac TBR2 i CELF1. Biljeg intermedijarnih progenitorskih stanica TBR2 je
prvenstveno prisutan u VZ, te pokazuje i imunoreaktivnost u stanicama smjestenim u SVZ,
MACC i IZ. CELF1 pozitivne stanice kolokaliziraju s TBR2. DAPI boja se koristi za

oznacavanje jezgri. Mjerilo = 100 pm.

5.3. Analiza subpopulacija CELF1 neurona pomocu biljega slojeva moZdane kore

Za analizu stanicnog fenotipa CELF1 pozitivnih neurona, utvrdivanje njihovog
neurotransmiterskog profila 1 identifikaciju razli¢itih subpopulacija neurona koriSteni su
razli¢iti molekularni biljezi neurona. Za obiljeZavanje neurona povrSinskih kortikalnih slojeva
(slojevi I-IIT) koristeni su standardni biljezi CUX1, CUX2, SATB2, a za neurone dubokih
kortikalnih slojeva (slojevi IV-VI) biljezi TLE4, CTIP2, SOXS5, TBR1. Nadalje, koriSteni su 1
biljezi neuralnih vlakana (SMI312, SNAP25), migratorni biljezi (DCX, REELIN) te
neurotransmiterski i neuromodulatorni biljezi (vGLUT1, GAD65/67, CALR).
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5.3.1. Analiza subpopulacija CELF1 neurona biljezima slojeva moZdane Kkore tijekom

ranog fetalnog razdoblja (7.5-12 TNZ)

Jezgre neurona imunoreaktivne na CELF1 su prisutne prilikom nastanka i prve
kondenzacije CP tijekom ranog fetalnog razdoblja (8. TNZ). Rezultati su pokazali
kolokalizaciju CELF1 pozitivnih stanica s biljegom citoskeletne komponente beta tubulina 3
(TUBB3), te biljegom neurona povrsnije smjeStenih slojeva mozdane kore (CUX2) (Slika
5.14.). Analizom navedenih preparata, vide se razli¢iti stupnjevi razvijenosti CP, a time i rane
regionalne citoarhitektonske razlike. Kasna predploca (PPL) i prve kortikalne kolumne se
nalaze u medijalnom dijelu mozdane kore ceonog reznja, dok se najranija kortikalna ploca
(engl. pioneering CP, pCP) nalazi u dorzalnom dijelu mozdane kore ¢eonog reZnja. Pri tome,
na lateralnom dijelu mozdane kore ¢eonog reznja vidi se pocetno formiranje CP (Slika 5.14. C).
Nadalje, CELFI1 je eksprimiran u stanicama proliferativnih zona (Slika 5.14. A.1-C.1),
stanicama kasne predploce (A) 1 dijela najranije CP (Slika 5.14. B.1). CUX2 pozitivni neuroni
(Slika 5.14. A.2—C.2) pokazuju heterogeni obrazac ekspresije zbog migracije prema CP do
konacnog polozaja (Slika 14.). Na dijelu preparata koji prikazuje zatiljni rezanj (Slika 5.14. D)
je prisutna kasna predploc¢a (PPL) koja sadrzi CELF1 pozitivne stanice, TUBB3, te CUX2

pozitivnih stanica.
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Slika 5.14. Poluhorizontalni presjek prikazuje rane regionalne razlike u ¢eonom i zatiljnom
reznju tijekom faze pocetnog formiranja najranije CP (8 TNZ) u gradijentu od lateralnog preko
dorzalnog do medijalnog dijela mozdane kore Ceonog reznja (A—C). Dio zatiljnog reznja

prikazan je na slici (D). DAPI je koriSten za oznaCavanje stani¢nih jezgara. Mjerilo = 100 pm.

Oblikovanje CP, klju¢ni je dogadaj pri prijelazu iz embrionalnog u fetalno razdoblje, a
karakterizira ga pojava agregiranih neurona u CP (8 TNZ) (Slika 5.15.). Rezultati su pokazali
CELF1 pozitivne neurone u najranijoj CP koja jo§ ne pokazuje znakove kondenzacije. TBR1
pozitivni neuroni buduceg SP nalaze se u dubokom dijelu rane CP (Slika 5.15. strelice). Osim
toga, mogu se uociti TBR1 pozitivni neuroni u VZ i SVZ koji su u procesu migracije (Slika

5.15, zvjezdica)
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Slika 5.15. Imunofluorescencijsko dvostruko oznafavanje pomo¢u RNA vezujuéeg proteina
CELFI, te biljega SP neurona TBR 1 u ranoj mozdanoj kori ¢eonog reznja tijekom 8 TNZ. DAPI

je koristen za oznacavanje stani¢nih jezgara. Mjerilo = 100 pm.

U najranijoj kortikalnoj ploci (pCP) prisutan je obrazac diferencijalne ekspresije biljega
neurona dubokih slojeva mozdane kore (CTIP2, TLE4) ve¢ 8. TNZ (Slika 5.16.). CTIP2 je
prvenstveno izrazen u pCP (Slika 5.16. D). TLE4 pokazuje blagu pozitivnost u SVZ, ali jos nije
izrazen u pCP (Slika 5.16. C). TBR1, biljeg budu¢ih SP neurona i neurona buduceg kortikalnog
sloja VI, izraZen je u stanicama pCP (Slika 5.16. C, D). Rana radijalna migracija TBRI1
pozitivnih stanica uocena je u SVZ 1 IZ (Slika 5.16. zvjezdica). Na radijalnu migraciju upucuje
kolokalizacija TBR1 1 DCX (biljeg migracije) (Slika 5.16. F), te izduZeni oblik TBR1 pozitivnih
stanica (Slika 5.16. E, F). Fibrilarni biljeg SMI312 pokazuje prva vlakna koja se protezu kroz
CPiMZ (Slika 5.16. E).
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Slika 5.16. Poluhorizontalni presjeci prikazuju ekspresijski obrazac biljega neurona dubokih
slojeva TLE4, CTIP2, TBR1 u dorzolateralnom dijelu moZdane kore ¢eonog reznja (8 TNZ).
Presjek obojen Nissl metodom (A, B) prikazuje citoarhitetoniku prolaznih fetalnih zona. DAPI

je koriSten za oznacavanje stani¢nih jezgara. Mjerilo =100 pum.
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Pocetno formiranje rane CP moze se vidjeti na IF obojenim uzorcima starosti 8§ TNZ
(Slika 5.17.). TBR1 pozitivni neuroni agregirani su u prvim radijalno orijentiranim kolumnama
u najranijoj kortikalnoj plo¢i (pCP) (Slika 5.17. A, B, C, D). CELF1 i TBR1 pozitivni neuroni
prisutni su u povrsinskom dijelu pCP, dok duboki dio CP pokazuje TBR1 pozitivan signal (Slika
5.17. A). REELIN pozitivne Cajal-Retziusove stanice nalaze se u MZ i kolokaliziraju s TBR1
(Slika 5.17. B). GABAergicki neuroni, GAD67 pozitivni (Slika 5.17. C) i CALR pozitivni
(Slika 5.17. D) neuroni prisutni su u MZ, ali ne kolokaliziraju s TBR1.

Slika 5.17. Poluhorizontalni presjeci kroz mozdanu koru ¢eonog reznja (8 TNZ) prikazuju
ekspresiju biljega glutamatergickih (CELF1 1 TBR1) 1 GABAergickih (GAD67 1 CALR)
neurona tijekom faze pocetnog oblikovanja CP. DAPI je koriSten za oznaCavanje stani¢nih

jezgara. Mjerilo =100 um.
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Biljezi neurona dubokih slojeva mozdane kore SOXS5 1 CTIP2 eksprimirani su u fazi
prve kondenzacije CP, ve¢ 9. TNZ (Slika 5.18.). SOX5 (Slika 5.18. A) i CELF1 (Slika 5.18. B)
pozitivni neuroni prisutni su i u SVZ i IZ a predstavljaju migrirajuce stanice neurona dubokih

slojeva mozdane kore koje se kre¢u prema svom kona¢nom odredistu.

Slika 5.18. Ekspresijski obrazac biljega dubokih slojeva moZdane kore u ranoj faze formiranja
kortikalne plo¢e (9 TNZ). Biljezi projekcijskih neurona SOXS5 1 CTIP2 su izraZeni u ranoj CP,

1Z 1 SVZ. DAPI je koriSten za oznacavanje stani¢nih jezgara. Mjerilo =100 pum.

Pomocu biljega SNAP25 koji obiljezava vlakna, mozZe se pratiti tijek pruZanja aksona
ispod CP, u IZ u ranom razdoblja razvoja (9 TNZ) (Slika 5.19). SNAP25 pokazuje
imunoreaktivnost vlakana u MZ. CELF1 neuroni nalaze se u CP i u proliferativnim zonama

(SVZ,VZ).
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Slika 5.19. Koronarni presjeci kroz mozdanu koru Ceonog reznja tijekom ranog fetalnog
razdoblja (9 TNZ). Presjek obojen histoloskom metodom po Nisslu (A). IF obojeni presjek (B)
prikazuje ekspresiju RNA vezujuéeg proteina CELF1 1 biljega neuralnih vlakana SNAP25.

DAPI boja se koristi za oznacavanje stani¢nih jezgara. Mjerilo =100 pum.

U stadiju kondenzirane CP (12 TNZ), CTIP2 1 TLE4 pokazuju ekspresiju u neuronima
CP. TBR1, biljeg buducih neurona kortikalnog sloja V11 SP neurona, eksprimiran je u stanicama
CP (Slika 5.20.). RNA-vezuju¢i protein CELF1 kolokalizira s CTIP2 pozitivhim neuronima u
CPu 13 TNZ. CELF1 i CTIP2 imunoreaktivnost je prisutna i u stanicama proliferativnih zona

VZ1SVZ (Slika 5.21.).
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Slika 5.20. Koronarni presjeci kroz dorzolateralni dio mozdane kore ceonog reznja (12 TNZ),
te prikaz kolokalizacije biljega CELF1 1 CTIP2 (A), te TBR1 i TLE4 (B). DAPI boja se koristi

za oznacavanje stani¢nih jezgara. Mjerilo =100 um.
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Slika 5.21. Koronarni presjeci kroz dorzolateralni dio mozdane kore ¢eonog reznja prikazuju

stani¢nu kolokalizaciju CELF1 i1 CTIP2 (B) tijekom ranog fetalnog razdoblja (13 TNZ). Presjek
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obojen histoloSkom metodom po Nisslu (A). DAPI je koriSten za oznacavanje stani¢nih jezgara
Mjerilo=200 pm.

Posebna populacija imunoreaktivnih CELF1 stanica prisutna je u MZ tijekom 12. TNZ
(Slika 5.22. A) i 13. TNZ (Slika 5.22. B). CELF1 pozitivne stanice pokazuju kolokalizaciju s
REELINOM, biljegom Cajal-Retziusovih stanica (Slika 5.22.). CELF1 je pozitivan u stanicama

dubokog dijela CP, ¢ijom se delaminacijom u 13. TNZ pocinje formirati SP kao nova prolazna

fetalna zona (Slika 5.22. B).
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Slika 5.22. Koronarni presjeci kroz dorzolateralni dio mozdane kore ¢eonog reznja tijekom
ranog fetalnog razdoblja 12. (A) 1 13. TNZ (B). CELF1 pozitivni neuroni su prisutni u ranoj CP
1 VZ. Biljeg Cajal-Retziusovih stanica REELIN pozitivan je u MZ gdje kolokalizira s CELF1.

DAPI je koriSten za oznacavanje stani¢nih jezgara. Mjerilo =100 pm.

Rezultati analize dvostrukog imunofluorescencijskog ozna¢avanja pokazali su navedeni
ekspresijski obrazac RNA-vezujuceg proteina CELF1 u mozdanoj kori zatiljnog reznja: tijekom
ranog fetalnog razdoblja (12. TNZ) CELFI1 pokazuje pozitivnost u stanicama CP, pSP, te
proliferativnim zonama VZ i SVZ (Slika 5.23. A, B, C). CTIP2 pozitivni neuroni su tijekom
ovog razdoblja prisutni u CP (Slika 5.23. A), dok su SOXS5 pozitivne stanice u CP. U IZ prisutne
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su SOXS5 stanice koje migriraju (Slika 5.23. B). Biljeg buducih SP neurona TBR1 pozitivan je
u CP i pSP (Slika 5.23. C).
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Slika 5.23. Koronarni presjeci kroz lateralnu mozdanu koru zatiljnog reznja tijekom ranog
fetalnog razdoblja (12 TNZ) prikazuju ekspresijski obrazac RNA vezujuceg proteina CELF1,
biljega neurona dubokih slojeva mozdane kore CTIP2 (A) 1 SOXS5 (B), te biljega SP neurona
TBR1 (C). DAPI je koriSten za oznacavanje stani¢nih jezgara. Mjerilo=200 um.

Tijekom razdoblja formiranja SP, na uzorcima mozdane kore zatiljnog reZnja starosti 13
TNZ, CELF1 pozitivne stanice prisutne su u CP, te SP zoni koja se stvara ispod CP (Slika 5.24.).
CELF1 imunoreaktivne stanice su prisutne u proliferativnim zonama VZ 1 SVZ. Pomo¢u biljega
povrsinskih slojeva budu¢e mozdane kore, SATB2, oznacene su stanice u povrSinskom dijelu
CP, a rasprSene stanice smjeStene su u dubokom dijelu CP 1 SP (Slika 5.24. A). CTIP2 pozitivne
stanice su prvenstveno pozitivne u dubokom dijelu CP, a prisutne su i u povrsSinskom dijelu CP

(Slika 5.24. B). TBR1 pozitivne stanice su prisutne u dubokom dijelu CP i SP (Slika 5.24. C).
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Slika 5.24. Koronarni presjeci kroz lateralnu mozdanu koru zatiljnog reznja tijekom ranog
fetalnog razdoblja (13 TNZ) prikazuju kolokalizacijski ekspresijski obrazac RNA vezujuceg
proteina CELF1, biljega neurona povrsnijih slojeva mozdane kore SATB2 (A), biljega neurona
dubokih slojeva mozdane kore CTIP2, (B) te biljega SP neurona TBR1 (C). DAPI je koriSten

za oznacavanje stani¢nih jezgara. Mjerilo=200 um.

5.3.2. Analiza subpopulacija CELF1 neurona biljezima slojeva moZdane kore tijekom

srednjeg fetalnog razdoblja (13-24 TNZ)

Laminarne 1 regionalne razlike u mozdanoj kori ¢eonog reznja postaju izraZenije tijekom
srednjeg fetalnog razdoblja. Veliki dio postmitotickih neurona migrira prema CP kako bi zauzeli
svoje konacne pozicije u mozdanoj kori. Uz navedeno, dolazi do formiranja SP zone koja
citoarhitektonski pokazuje regionalne razlike. Analiza IF obojenih uzoraka fetalnog mozga
starosti 13 TNZ pokazala je regionalne razlike u distribuciji buduéih projekcijskih neurona i
razli¢itu citoarhitekturu u dorzalnom i bazalnom dijelu moZdane kore ceonog reznja (Slika
5.25.). Pomoc¢u biljega migratornih stanica (DCX) rezultati su pokazali migratorne valove
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neurona koji su karakteristicni u mozdanoj kori ¢eonog reznja (Slika 5.25. C, C.1). Regionalne
razlike mogu se uociti po obrascu ekspresije RNA vezujuéeg proteina CELF1 (Slika 5.25. C,
C.1) i distribuciji biljega projekcijskih neurona dubokih slojeva budu¢e mozdane kore SOXS,
CTIP2 (Slika 5.25. D, D.1), TLE4 i TBR1 koji je i biljeg SP neurona (Slika 5.25. E, E.1).

Jedna od najistaknutijih regionalnih razlika u citoarhitekturi je prisutna u
orbitobazalnom dijelu mozdane kore Ceonog reznja gdje je prisutan karakteristi¢ni uzorak
pozicioniranja neurona u obrascu ,,dvostruke ploce® (104). Nasi rezultati pokazuju da u
orbitobazalnoj kori ¢eonog reznja nema postupne delaminacije dubokog dijela CP. Neuroni
pozitivni na CELF1, biljege neurona dubokih slojeva mozdane kore (CTIP2, SOXS, TLE4) i
SP neuroni (TBR1) gusto se nakupljaju u dva sloja koji daju uzorak ,,dvostruke ploce®. Izmedu
ova dva sloja gusto nakupljenih stanica nalazi se sloj rijetko rasporedenih DCX pozitivnih

stanica §to upucuje na njihovu migraciju prema CP.

Slika 5.25. Koronarni presjek kroz ¢eoni rezanj (13 TNZ) prikazuje uzorak "dvostruke ploce"
u orbitobazalnom dijelu moZdane kore. Presjek obojen histoloSkom metodom po Nisslu (A)
prikazuje citoarhitekturu. DAPI je koriSten za oznacavanje stani¢nih jezgara. Mjerilo (C-E) =

200 pm. Mjerilo (C.1-E.1) = 100 um. Preuzeto i prilagodeno iz Kopi¢ i sur 2023 (106).
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Kvantitativna analiza laminarne raspodjele biljega projekcijskih neurona pokazala je
razlike u distribuciji SOXS5, CTIP2, TLE4 i TBR1 u dorzalnoj i bazalnoj mozdanoj kori c¢eonog
reznja. Budu¢i da se tijekom faze formiranja SP zone (13 TNZ) javljaju karakteristicne
regionalne razlike, u ovom istrazivanju za analizu su odabrani dorzalni i1 bazalni dijelovi
mozdane kore ¢eonog reznja. Podaci su pokazali karakteristi¢nu zastupljenost biljega neurona
dubokih kortikalnih slojeva u CP i SP, te razli€ite obrasce distribucije po fetalnim zonama
izmedu dorzalnog (Slika 5.26. A) 1 bazalnog dijela (Slika 5.26. B) mozdane kore ¢eonog reznja.
U orbitobazalnom djelu mozdane kore ¢eonog reznja distribucija biljega dubokih slojeva prati
uzorak ,,dvostruke ploce* (104), buduci da nema postupne delaminacije dubokog dijela CP. U
dorzalnom dijelu mozdane kore ¢eonog reznja delaminacija dubokog dijela CP je postupna, na

$to upucuju rezultati distribucije biljega neurona dubokih slojeva mozdane kore.

Distribucija biljega dub

ih neurona u prijelaznim fetalni dorzalnog dijela ¢eone moidanekore tijekom 13 TNZ
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Slika 5.26. Kvantitativna analiza distribucije stanica pozitivnih na biljege projekcijskih neurona
dubokih slojeva mozdane kore tijekom srednjeg fetalnog razdoblja 13 TNZ. Modificirano
prema Kopi¢ i sur 2023 (106).
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Analiziraju¢i lateralni, dorzalni, medijalni 1 bazalni dio mozdane kore na koronarnim
presjecima obojenim IF metodom moze se uociti diferencijalna laminarna dinamika ekspresije
biljega neurona dubokih slojeva (Slika 5.27. 1.A-2.D). Na uzorcima srednjeg fetalnog
razdoblja starosti 15 TNZ vidi se CELF1 imunoreaktivnost u cijeloj CP, te povrSnom dijelu SP,
dok biljeg migracije DCX pokazuje pozitivnost u povrSinskom dijelu CP 1 MZ, kao i u SVZ
(Slika 5.27. 1.A-1.D). U prosirenoj SP zoni TBR1 imunoreaktivnost je prisutna kroz cijelu
Sirinu SP, te u dubokom dijelu CP. (Slika 5.27. 2.A — 2.D). Neuroni duboke CP i SP neuroni
pokazuju pozitivnost i na biljeg projekcijskih neurona dubokih slojeva, TLE4 (Slika 5.27. 2.A—
2.D). Bitno je naglasiti da su neuroni kortikalnih slojeva III i IV rodeni tijekom srednjeg

fetalnog razdoblja.
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Slika 5.27. Korornarni presjeci tkiva ¢eonog reznja tijekom srednjeg fetalnog razdoblja (15
TNZ) prikazuju ekspresijski obrazac i kolokalizaciju CELF1 1 DCX (1.A-1.D), te TBR1 1 TLE4
(2.A-2.D). (1.A12.A) -lateralni, (1.B 1 2.B) -dorzalni, (1.C 1 2.C)- medijalni (1.D 1 2.D) 1 bazalni
dio mozdane kore ¢eonog reznja. DAPI je koriSten za oznacavanje stani¢nih jezgara. Mjerilo =

200 pm. Modificirano prema Kopi¢ i sur 2023 (106).
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Tijekom srednjeg fetalnog razdoblja (15 TNZ) biljeg neurona povrsinskih kortikalnih
slojeva, CUX1 pokazuje imunoreaktivnost prvenstveno u MZ i CP, dok su neke CUXI
pozitivne stanice prisutne i u SP (Slika 5.28. A). Nadalje, CUX2, biljeg neurona povrsinskih
kortikalnih slojeva pokazuje imunoreaktivnost u MZ i povrSinskom dijelu CP. Rijetke CUX2
imunoreaktivne stanice su prisutne i u proliferativnim zonama SVZ 1 VZ (Slika 5.28. B) CUX1
(Slika 5.28. A) 1 CUX2 (Slika 5.28. B) prvenstveno su eksprimirani u budu¢im povrsinskim

kortikalnim slojevima gdje kolokaliziraju s RNA vezuju¢im proteinom CELFI.
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Slika 5.28. Koronarni presjeci dorzolateralnog dijela moZzdane kore ceonog reznja (15 TNZ)
prikazuju ekspresiju i kolokalizaciju CELF1 s biljezima neurona povrSinskih slojeva buduce
mozdane kore CUX1 1 CUX2. DAPI je koriSten za oznaCavanje stani¢nih jezgara. Mjerilo =

200 pm. Mjerilo uvecéanih kvadrata = 100 pm.
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Odreden je i neurotransmiterski profil CELF1 pozitivnih stanica. Kolokalizacija CELF1
i biljega glutamatergickih neurona vGLUT1 (Slika 5.29.) upucuje na to da CELF1 pozitivni
neuroni koriste glutamat kao neurotransmiter. Biljeg GABAergickih interneurona CALR nije
pokazao kolokalizaciju s CELF1 (Slika 5.30.). Rezultati su pokazali kolokalizaciju CELF1
pozitivnih stanica s RNA vezuju¢im proteinom CELF4 u CP ¢eonog i zatiljnog reznja, Sto
upucuje na njihovu medusobnu interakciju tijekom razvoja mozdane kore. CELF4 je pozitivan

u tijelima neurona, dok je CELF1 pozitivan u jezgrama stanica (Slika 5.31.).
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Slika 5.29. Neurotransmiterski profil stanica koje eksprimiraju CELF1 tijekom srednjeg
fetalnog razdoblja (15 TNZ) u CP ¢eonog (A) i zatiljnog (B) reznja mozga Covjeka. CELFI
kolokalizira s vGLUT1 biljegom za glutamatergicke neurone. DAPI je koriSten za oznacavanje

stani¢nih jezgara. Mjerilo = 100 um.
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Slika 5.30. Koronarni presjek dorzolateralnog dijela ¢eonog reznja tijekom srednjeg fetalnog
razdoblja (15 TNZ) prikazuje ekspresijski obrazac CALR i CELF1. Biljeg interneurona CALR
pokazuje pozitivnost u MZ. Rijetke CALR imunoreaktivne stanice su prisutne u SP, SVZ i VZ.
Kolokalizacija izmedu CALR 1 CELF1 nije zabiljezena. DAPI je koriSten za oznacavanje

stani¢nih jezgara. Mjerilo = 200 um. Mjerilo uveéanih kvadrata = 100 um.
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Slika 5.31. Kolokalizacija RNA vezuju¢ih proteina CELF1 1 CELF4 u CP moZdane kore ¢eonog
reznja tijekom srednjeg fetalnog razdoblja (17 TNZ). DAPI je koriSten za oznacavanje stani¢nih

jezgara. Mjerilo 100 um.
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DCX, biljeg migrirajucih stanica obiljezava nezrele neurone u VZ i SVZ koji migriraju
prema svojim kona¢nim odredistima. Intenzitet DCX pozitivnog signala je ve¢iu 15 TNZ (Slika
5.32. A) i 17 TNZ (Slika 5.32. B) u nego u 21 TNZ (Slika 5.32. C). Pozitivnost DCX je
zabiljezena 1 u MZ §to upucuje na ulogu DCX u koordinaciji migracije. CELF1 pozitivne

stanice su zabiljezene u CP, SP, kao 1 u proliferativnim zonama VZ 1 SVZ (Slika 5.32. A, B, C).

Slika 5.32. Koronarni presjeci dorzolateralnog dijela ¢eonog reznja tijekom srednjeg fetalnog
razdoblja (15-21 TNZ) prikazuju ekspresijski obrazac CELF1 i DCX. DAPI je koriSten za

oznacavanje stani¢nih jezgara. Mjerilo = 200 um. Mjerilo uveéanih kvadrata = 100 um.
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Tijekom srednjeg fetalnog fetalnog razdoblja u mozdanoj kori zatiljnog reznja biljezi
neurona dubokih kortikalnih slojeva pokazuju diferencijalni obrazac ekspresije (Slike 5.33.,
5.34.,5.35.). RNA vezujuéi protein CELF1 pokazuje imunoreaktivnost u stanicama CP, te blagu
pozitivnost u proliferativnim VZ 1 SVZ (Slika 5.33.). Biljeg neurona povrsnijih slojeva, SATB2
pokazuje veci intenzitet imunoreaktivnosti u povrSinskom dijelu CP, dok je u dubokom dijelu
CP intenzitet signala slabiji (Slika 5.33. A). SOXS5 pokazuje veéi intenzitet signala u
povrsinskom dijelu CP nego u dubokom dijelu CP (Slika 5.33. B). Nadalje, biljeg SP neurona,
TBRI1 nije eksprimiran u povrsnijem dijelu CP, ali pokazuje intenzivan IF signal u dubokom
dijelu CP te u SP. TBR1 imunoreaktivnost u sloju ,,corridor* stanica prikazuje jasnu delineaciju

SP zone koja je regionalno karakteristicna za mozdanu koru zatiljnog reznja (Slika 5.33. C).
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Slika 5.33. Koronarni presjeci kroz lateralnu mozdanu koru zatiljnog reznja tijekom srednjeg
fetalnog razdoblja (15 TNZ) prikazuju ekspresijski obrazac i1 kolokalizaciju CELF1 s biljezima
neurona dubokih povrinijih slojeva mozdane kore SATB2 (A), dubokih projekcijskih neurona
SOX5 (B) 1 biljegom SP neurona TBR1 (C). Vidi se jasna delineacija SP zone ¢iju granicu
prikazuje imunoreaktivni sloj ,,corridor stanica tocno iznad ESS. DAPI je koriSten za

oznacavanje stani¢nih jezgara. Mjerilo=200 pm.
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Tijekom srednjeg fetalnog razdoblja (17 TNZ) u mozdanoj kori zatiljnog reznja CTIP2
pozitivne stanice su prisutne u dubokom dijelu CP (Slika 5.34. A), dok su SOXS5 i CELF1
pozitivni signali prisutni kroz cijelu CP (Slika 5.34. B). TBR1 imunoreaktivni signal prevladava
u neuronima SP zone (Slika 5.34. C). Tijekom kasnog srednjeg fetalnog razdoblja (20 TNZ),
CTIP2 imunoreaktivni signal prisutan je u dubokom dijelu CP (Slika 5.35. A), dok je TBR1
eksprimiran u dubokom dijelu CP te u SP (Slika 5.35. B). SOX5 imunoreaktivne stanice su
prisutne u dubokom dijelu CP (Slika 5.35. C). RNA vezujuéi protein CELF1 eksprimiran je u
CP (Slika 5.35. A, Bi C).

Slika 5.34. Koronarni presjeci kroz lateralnu mozdanu koru zatiljnog reznja tijekom srednjeg
fetalnog razdoblja (17 TNZ) prikazuju ekspresijski obrazac i1 kolokalizaciju CELF1 s biljezima
neurona dubokih slojeva moZdane kore CTIP2 (A), biljegom SP neurona TBR1 (B) 1 biljegom
projekcijskih neurona dubokih slojeva SOX5 (C). DAPI je koriSten za oznacavanje stani¢nih

jezgara. Mjerilo=200 pm.
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Slika 5.35. Koronarni presjeci kroz lateralnu mozdanu koru zatiljnog reznja tijekom srednjeg
fetalnog razdoblja (20 TNZ) prikazuju ekspresijski obrazac i kolokalizaciju CELF1 i CTIP2
(A), TBR1 (B), CUX2 (C). DAPI je koriSten za oznacavanje stani¢nih jezgara. Mjerilo=200

pum.
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5.4. In situ detekcija interakcije proteina metodom PLA

Baza podataka o interakcijama izmedu pojedinih proteina Protein-Protein Interaction
Networks STRING (Search Tool for Retrieval of Interacting Genes/Proteins) sadrzi vec
postojeée rezultate iz prethodnih studija i pruza uvid u potencijalne, kao i eksperimentalno
utvrdene interakcije proteina. Pretrazivanjem baze podataka utvrdeni su potencijalni proteinski
interakcijski partneri s kojima je RNA vezujuéi protein CELF1 u interakciji. Baza STRING
(183) je pokazala ukupno 10 proteina koji stupaju u interakciju s CELF1 kod covjeka (Slika
5.36.). Medu njima je i kinaza DMPK za koju je poznato da je takoder eksprimirana u mozgu

covjeka tijekom razvoja.
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Slika 5.36. Shematski prikaz proteinskih interakcijskih partnera s RNA vezuju¢im proteinom
CELF1. Preuzeto i prilagodeno: string.com (183)

Rezultati imunofluorescencijske analize pokazali su kolokalizaciju RNA vezujuceg
proteina CELF1 i protein kinaze DMPK u mozdanoj kori ¢eonog reznja ¢ovjeka u srednjem
fetalnom razdoblju (15 TNZ). Imunopozitivni signal CELF1 i DMPK je zabiljeZen u neuronima
CP, pri ¢cemu je DMPK prisutan u tijelima neurona, dok je CELF1 prisutan u jezgrama (Slika
5.37. A). Kako bi se provjerilo postoji li ekspresija 1 kolokalizacija CELF1 1 DMPK u odrasloj
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mozdanoj kori koristen je postmortem histoloski uzorak mozdanog tkiva (starosti 18 godina).
Rezultati su pokazali imunoreaktivnost i kolokalizaciju CELF1 i DMPK u neuronima sloja VI
mozdane kore ¢eonog reznja sto ukazuje na njihovu moguéu interakciju tijekom razvoja, alii u

odrasloj dobi (Slika 5.37. B).

Slika 5.37. Ekspresija RNA vezujuéeg proteina CELF1 1 protein kinaze DMPK u fetalnoj i
odrasloj kori ¢eonog reznja mozga. CELF1 i DMPK kolokaliziraju u neuronima CP tijekom
srednjeg fetalnog razdoblja (15 TNZ) (A), ali i u neuronima sloja VI ¢eonog reznja mozga
starosti 18 godina (B). DAPI je koriSten za oznaCavanje stanicnih jezgara. Mjerilo: 15 TNZ =

50 um. Mjerilo: 18 G =20 pum.

Kako bi se utvrdilo postoji i fizi€ka interakcija ovih dvaju proteina radena je in situ
analiza na prenatalnim (15121 TNZ) i odraslom (18 G) postmortem tkivu mozdane kore ceonog
reznja. Rezultati analize PLA (Proximity ligation assay) metode pokazali su pozitivan
fluorescentni signal, $to upucuje na detektiranu protein-protein interakciju izmedu RNA
vezujuceg proteina CELF1 1 protein kinaze DMPK. Interakcija CELF1 i DMPK je zabiljezena
u stanicama CP 15. TNZ (Slika 5.38. A) i 21. TNZ (Slika 5.38. B). Nadalje, na postnatalnom
uzorku (Slika 5.38. C) zabiljezen je pozitivni signal, a time 1 interakcija proteina CELF1 1

DMPK u neuronima kore ¢eonog reznja mozga.
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Slika 5.38. Prikaz interakcije RNA vezujuéeg proteina CELF1 i protein kinaze DMPK u CP
mozdane kore ¢eonog reznja tijekom srednjeg fetalnog razvoja (15 TNZ, A 121 TNZ, B), te u
odrasloj kori ¢eonog reznja (18 G, C). Interakcija izmedu CELF1 1 DMPK je zabiljezena
crvenim signalom. DAPI je koriSten za oznaCavanje stani¢nih jezgara. Mjerilo: A1 B =20 pm.

Mjerilo: C =100 pm.
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5.5. Unutarstanicna lokalizacija i analiza ekspresije CELF1 mRNA

Kako bi se utvrdila ekspresija CELFI mRNA i njena unutarstani¢na lokacija radena je

in situ analiza detekcije mRNA na prenatalnom tkivu mozga ¢ovjeka pomo¢u metode RNA

Scope. Analizom podataka o ekspresiji gena iz javno dostupne baze Human Brain

Transcriptome (184) dobiven je graf koji prikazuje intenzitet ekspresije CELFI mRNA u

razli¢itim dijelovima mozga tijekom prenatalnog i postnatalnog razvoja (Slika 5.39.). Na

logaritamskoj skali intenzitet signala ekspresije CELFI mRNA povecava se od embrionalnog

radoblja prema ranim fazama fetalnog razdoblja, te postize najveci intenzitet signala tijekom

kasnog srednjeg fetalnog razdoblja (podaci za neokorteks su prikazani tamno plavom bojom).

Nakon toga se intenzitet signala ekspresije CELFI mRNA postupno smanjuje do razine koja

ostaje konstantna nakon rodenja.
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Slika 5.39. Graficki prikaz ekspresije CELF'I mRNA u mozgu ¢ovjeka (NCX- neokorteks, HIP-

hippocampus, AMY- amigdala, STR- striatum, MD- talamus, CBC- cerebellum) tijekom

prenatalnog i1 postnatalnog razdoblja. Najveci intenzitet signala ekspresije CELFI mRNA u
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mozdanoj kori zabiljezen je tijekom srednjeg fetalnog razdoblja. Preuzeto i1 prilagodeno:

hbatlas.org (184)

Podaci o razini ekspresije CELFI mRNA graficki su prikazani pomocu tzv. Heatmape
dobivene pomocu javno dostupnih podataka iz studije Kang i sur 2011 (129). Rezultati analize
ekspresije CELFI mRNA pokazuju visok intenzitet ekspresije CELFI mRNA tijekom
prenatalnog razvoja u razli¢itim dijelovima mozdane kore i subkortikalnih struktura. Intenzitet

ekspresije CELF 1 mRNA se nakon rodenja smanjuje (Slika 5.40.).
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Slika 5.40. Graficki prikaz (heatmapa) signala intenziteta ekspresije CELF I mRNA u razlicitim
regijama mozga covjeka. Intenzitet signala pokazuje visoku razinu ekspresije CELFI mRNA
tijekom prenatalnog razvoja, te smanjenu ekspresiju tijekom postnatalnog razdoblja. Izradeno

na temelju javno dostupnih podataka: hbatlas.org i Kang i sur 2011 (129).

Obrazac expresije mRNA za gen CELFI pracen je pomoc¢u metode RNA Scope koja in
situ lokalizira mRNA od interesa. Rezultati analize su pokazali fluorescentni signal ekspresije
CELF1 mRNA u prolaznim fetalnim zonama kore ¢eonog (Slika 5.41.) i zatiljnog (Slika 5.42.)
reznja mozga. Tijekom ranog (9 TNZ, Slika 5.41. A-C1 12 TNZ, Slika 5.42. A-C) i srednjeg
fetalnog razdoblja (13-20 TNZ, Slika 5.41. D-11 Slika 5.42. D-I) CELFI mRNA je eksprimirana

u proliferativnim zonama VZ i SVZ, te CP i SP. Nadalje, analiza je pokazala kolokalizaciju
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CELFI mRNA 1 mRNA gena za FOXP2 1 TBRI ¢iji su proteinski produkti FOXP2, biljeg
dubokih projekcijskih neurona, odnosno TBR1, biljeg SP neurona. Kolokalizacija CELF1
mRNA s FOXP2 i TBRI mRNA upucuje na potencijalnu ulogu CELF1 u postranskripcijskoj i

translacijskoj regulaciji genske ekspresije biljega dubokih projekcijskih neurona.
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)
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Slika 5.41. Ekspresijski obrazac CELFI mRNA 1 mRNA biljega neurona dubokih slojeva
FOXP2 i TBRI u mozdanoj kori ¢eonog reznja tijekom ranog (9 TNZ) i srednjeg (13-20 TNZ)
fetalnog razdoblja. Detektirana mRNA je zabiljeZena pomocu tockastog fluorescentnog signala
koji prikazuje kolokalizaciju CELF'I, FOXP2, TBRI mRNA u stanicama CP (A, D, G, J), pSP
(B), SP (E, H, K), te VZ1SVZ (C, F, I, L) u moZdanoj kori ¢eonog reznja. DAPI je koriSten za

oznacavanje stani¢nih jezgara. Mjerilo = 100 um.
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Slika 5.42. Ekspresija CELFI mRNA i mRNA biljega neurona dubokih slojeva FOXP2 1 TBR1
u fetalnoj mozdanoj kori zatiljnog reznja tijekom ranog (12 TNZ) i srednjeg (15-20 TNZ)
fetalnog razdoblja. Kolokalizacija CELFI, FOXP2, TBRI mRNA je zabiljezena u stanicama
CP (A,D,G,J),SP (B, E, H, K), te VZ1SVZ (C, F, I, L) u mozdanoj kori zatiljnog reznja.

DAPI je koriSten za oznacavanje stani¢nih jezgara. Mjerilo = 100 pm.
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6. RASPRAVA

U ovom istrazivanju, sustavno je prikazana laminarna dinamika molekularnih biljega
bitnih u razvoju mozdane kore covjeka. Rezultati doktorskog rada su pokazali da postoji rana
regionalna diferencijacija kore mozga ¢ovjeka, omogucena diferencijalnom ekspresijom gena
koji koordiniraju neurogenetske i histogenetske procese (106). Analiza ekspresijskog obrasca
CELF1 tijekom ranog i srednjeg fetalnog razdoblja omogucila je pracenje laminarnih i
regionalnih razlika u kori mozga Covjeka. Rezultati kolokalizacije RNA-vezujuéeg proteina
CELF1 s biljezima neurona razli¢itih slojeva mozdane kore, pokazali su jedinstvene

citoarhitektonske znacajke u razvoju mozdane kore ceonog i zatiljnog reznja.

6.1. Molekularna dinamika biljega neurona razli¢itih slojeva moZdane kore i

distribucija CELF1 tijekom ranog i srednjeg fetalnog razdoblja

Rana regionalna diferencijacija uvjetovana je gradijentom ekspresije transkripcijskih
faktora (TF) i RNA-vezuju¢ih proteina (RBP) tijekom prenatalnog razvoja mozga, S$to su
pokazala dosadasnja istrazivanja (14,134,185-190). Do sada ne postoji veliki broj studija o
sustavnom pracenju ekspresijskih obrazaca TF i RBP u prostornom i vremenskom okviru
tijekom prenatalnog razvoja mozga Covjeka. Stoga rezultati prezentirani u ovom radu analize
laminarnog i regionalnog obrasca ekspresije RNA-vezujuceg proteina CELF1 tijekom ranog 1
srednjeg fetalnog razdoblja pruzaju nove podatke o ranoj molekularnoj specifikaciji neurona.
Smatramo da podaci dobiveni ovom studijom doprinose boljem razumijevanju uloge RNA-
vezujucih proteina u procesima regionalne kortikalne specifikacije 1 uspostavi ranih neuralnih
krugova. Uz navedeno, analizom ekspresije biljega neurona dubokih slojeva mozdane kore
(TLE4, CTIP2, SOXS, TBR1), dobiven je uvid u tijek ranog formiranja prolaznih fetalnih zona

1 laminarni ritam buducih projekcijskih neurona tijekom glavnih stadija razvoja CP zone.
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6.1.1. RNA vezujudéi protein CELF1 tijekom ranog fetalnog razdoblja

U ranim fazama kortikalnog razvoja uspostavljaju se molekularni i signalni gradijenti
koji osiguravaju ustroj laminarne organizacija proliferativnih, migratornih i postmigracijskih
prolaznih embrionalnih i fetalnih zona mozdane kore (5,8,108,191). Molekularni identitet
novonastalih neurona nije u potpunosti definiran tijekom ranih faza fetalnog razdoblja, veé
ostaje podlozan promjenama tijekom procesa postmitotske diferencijacije (28,192—-194). Prema
tome, protein CELF1 i biljezi neurona dubokih kortikalnih slojeva mogu posluziti kao pouzdani
pokazatelji diferencijacije neurona i dinamike regionalnog razvoja mozdane kore. Intenzivna
proliferacija stanica u proliferativnim zonama i stani¢na migracija su osnovni preduvjet za
normalan razvoj mozdane kore, a karakteri¢ne su za rano fetalnog razdoblja (47,57,195,196).
Prijelaz iz embrionalnog u fetalno razdoblje razvoja mozdane kore karakterizira pocetno
oblikovanje CP (8. TNZ). Rani neuroni mozdane kore organizirani su radijalno i formiraju prve
kolumne (76), o ¢emu govori hipoteza radijalne jedinice (33) koja je i dalje predmet rasprave
(26). Prema hipotezi radijalne jedinice, rane embrionalne kolumne ¢ine postmitoticki neuroni

koji su radijalno migrirali iz proliferativnih zona pomocu radijalnih glija stanica.

Rezultati ovog doktorskog istrazivanja su pokazali prvu agregaciju stanica u ranoj CP
koriStenjem molekularnih markera. Rani agregirani neuroni su radijalno organizirani u
prethodno opisane embrionalne kolumne (33,197). Neuroni u ranim kortikalnim kolumnama
eksprimiraju RNA-vezuju¢i protein CELF1 1 biljege buducih projekcijskih neurona dubokih
slojeva mozdane kore (CTIP2, SOXS, TBR1). Usporedbom ekspresije gena 1 signalnih puteva
glodavaca (55,198-200) i ¢ovjeka (5,201), istraZivanja su pokazala da projekcijski i SP neuroni
sudjeluju u ranoj regionalnoj diferencijaciji 1 stvaranju funkcionalnih neuronskih krugova
(109,110,202,203). Zbog agregacije sve veceg broja postmitotickih neurona, CP se $iri, Sto
dovodi do primarne kondenzacije CP (204). Rana CP sadrzi projekcijske neurone dubokih
slojeva moZdane kore koji zauzimaju svoj laminarni polozaj i diferencijacijom poprimaju
odredeni molekularni profil (35). Rezultati ovog rada su pokazali da prvu kondenzaciju CP
karakterizira ekspresija CELF1 1 biljega projekcijskih neurona dubokih slojeva mozdane kore.
Medutim, dok su CELF1 pozitivne stanice prisutne samo u povrsnijem dijelu CP, transkrpcijski
factor TBR1 (205) pokazuje obrazac ekspresije i u povrSinskom i u dubokom dijelu CP, §to

upucuje na ranu sublaminarnu organizaciju mozdane kore.
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6.1.2. RNA-vezujucdi protein CELF1 tijekom srednjeg fetalnog razdoblja

Komparativnom analizom ekspresijskog obrasca CELF1 1 biljega razli¢itih
subpopulacija neurona mogu se uociti jedinstvene karakteristike mozdane kore koje su vidljive
u ¢eonom reznju, a nisu prisutne u ostalim kortikalnim regijama tijekom razvoja (106). S
obzirom na raspodjelu biljega dubokih projekcijskih neurona i CELF1 imunoreaktivnih stanica
u CP mozdane kore ¢eonog reznja (15 TNZ), mogu se uociti karakteristi¢ni migratorni valovi
postmitotickih neurona. Navedeni neuroni su rodeni u proliferativnoj SVZ (58,59), radijalno
migriraju i ¢ine kolumne izmedu kojih se nalaze fibrilarne niti (polu-tangecijalnih) vlakana koje
potjecu od projekcijskih vlakana iz sagittal stratum (176). Nadalje, u orbitobazalnom dijelu
mozdane kore Ceonog reznja uocava se karakteristicna organizacija stanica koja nalikuje
,»dvostrukoj CP* (106). Ova struktura se pojavljuje u srednjem fetalnom razdoblju prilikom
formiranja SP zone i najistaknutija je u 13. TNZ. Stanice koje eksprimiraju CELF1 i biljege
dubokih projekcijskih neurona nakupljaju se u gustom sloju ispod CP, te tako oblikuju jo$ jedan
sloj kondenziranih stanica koji daje izgled ,,dvostruke CP*. Izmedu tih dvaju gustih slojeva
stanica nalazi se DCX pozitivan sloj, gdje su uocene i pojedine CELF1 imunoreaktivne stanice.
Osim navedenog, karakteristicno za koru ¢eonog reznja mozga je i razlika u volumenu SP
tijekom srednjeg i kasnog fetalnog razdoblja. Tijekom srednjeg fetalnog razdoblja SP zona
sadrzi veliki broj stanica, te je stoga slabije izraZen prijelaz iznad SP zone 1 CP te ispod SP 1 IZ.
Tijekom kasnog fetalnog razdoblja, SP zona se isti¢e po izrazito heterogenom sastavu zbog

velike koli¢ine izvanstanicnog matriksa i vlakana koji urastaju kroz SP (11,52,206).

Rezultati pokazuju da razlike u obrascu ekspresije CELF1 postaju izraZenije tijekom
kasnog srednjeg fetalnog razdoblja (20 TNZ). Zabiljezena je intenzivha CELFI
imunoreaktivnost u stanicama gusto kondenzirane CP, te u povrSnijem dijelu voluminozne SP
zone (52,86). U tom razdoblju, prema ocekivanju, proliferativna VZ pokazuje manje intenzivnu
CELF1 imunoreaktivnost zbog smanjenog intenziteta proliferacije stanica (59). Buduéi da
postmitoticki neuroni u CP sazrijevaju procesima diferencijacije i specifikacije (35), CELF1
pozitivni neuroni tijekom kasnog fetalnog razdoblja poprimaju karakteristicnu piramidnu
gradu. Pri kraju prenatalnog razvoja (38 TNZ), diferencirani CELF1 piramidni neuroni nalaze
se u novonastaloj mozdanoj kori. Nadalje, rezultati pokazuju i heterogenu distribuciju CELF1

imunoreaktivnih neurona u bijeloj tvari kore mozga.

U mozdanoj kori zatiljnog reznja u srednjem fetalnom razdoblju tijekom ograni¢enog
vremenskog razdoblja (13-15 TNZ) pojavljuje se nedavno opisan sloj ,,corridor* stanica koje
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usmjereno prate sustave rastucih aksona (128). Ovaj sloj stanica je smjeSten u dubokom dijelu
SP zone, te ima potencijalnu ulogu u razvrstavanju rastu¢ih genikulokortikalnih i
pulvinokortikalnih vlakana. Budu¢i da se navedena vlakna priblizavaju primarnoj i
asocijativnoj vidnoj kori, ,,corridor stanice mogu imati ulogu i u uspostavljanju granice
izmedu Brodmannovih polja 17/18 (128). Rezultati ovog doktorata su pokazali da su ,,corridor
stanice CELF1 pozitivne, te da eksprimiraju i biljege dubokih projekcijskih neurona. Ovaj
rezultat sugerira da ekspresija RNA-vezujuceg proteina CELF1 i transkripcijskih faktora
CTIP2, TLE4, TBR1 u ,,corridor* stanicama moze biti uklju¢ena i na kompleksnu organizaciju

rastucih vlakana u kori zatiljnog reznja mozga tijekom srednjeg fetalnog razdoblja.

Prethodne studije su pokazale da je rano fetalno razdoblje kriti¢no razdoblje kada su
intenzivni stani¢ni 1 histogenetski procesi podlozni razli¢itim genetskim 1 epigenetskim
utjecajima (3,70,198,199,207-209). U skladu s time su 1 rezultati ovog doktorskog istraZivanja
koji pokazuju ranu dinamiku ekspresije transkripcijskih faktora i RNA-vezujuceg proteina

CELF]1 tijekom razvoja mozdane kore Covjeka.
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6.2. Aktivnost progenitorskih stanica u uspostavljanju citoarhitekture ¢eone i zatiljne

mozZdane kore

Specifikacija identiteta neurona zahtjeva koordinaciju ekspresije niza transkripcijskih
faktora (210). Diferencijacija neurona se odvija nakon diobe progenitorskih stanica (211-213).
Tijekom razvoja mozdane kore, opisana su dva tipa progenitorskih stanica iz kojih se mogu
diferencirati projekcijski glutamatergicki neuroni: radijalne glija stanice (214,215) i
intermedijarni progenitori (58,216,217). Radijalne glija stanice karakterizira ekspresija
transkripcijskog faktora PAX6. Diobom radijalnih glija u VZ nastaju stanice koje se mogu
diferencirati u neurone i glija stanice. Intermedijarne progenitorske stanice nastaju iz radijalne
glije, a karakterizira ih ekspresija transkripcijskog faktora TBR2. Njihovom diobom u SVZ

nastaju stanice koje se diferenciraju isklju¢ivo u neurone (218).

Prethodna studija (219) je pokazala da diferencijaciju radijalne glije u intermedijarne
progenitorske stanice reguliraju transkripcijski faktori PAX6 1 TBR2. Naime, povecana
ekspresija TBR2 dovodi do antagonistickog efekta na ekspresiju PAX6 ¢ime se njegova razina
u stanicama smanjuje. Kao posljedica snizene eskpresije PAX6, povecava se populacija TBR2
pozitivnih intemedijarnih progenitora u proliferativnim zonama VZ i SVZ. Sukladno s tim,
rezultati ovog doktorskog istrazivanja pokazali su prisutstvo PAX6 imunoreaktivne populacije
radijalnih glija u VZ, te populaciju TBR2 pozitivnih intermedijarnih progenitorskih stanica u
SVZ. TBR2 pozitivne intermedijarne progenitorske stanice pokazuju proliferativni potencijal
budu¢i da kolokaliziraju s biljegom proliferacije Ki67. Nadalje, RNA-vezujuéi protein CELF1
kolokalizira s PAX6 u pocetnim fazama ranog fetalnog razvoja (8-9 TNZ), a uocena je i
koekspesija CELF1 1 TBR2 u stanicama SVZ. U kasnijim stadijima srednjeg fetalnog razdoblja
CELF1 imunoreaktivne stanice pokazuju ,,premjeStanje” ekspresijskog obrasca CELF1 iz
proliferativnih VZ 1 SVZ u CP. Dodatno, u mozdanoj kori zatiljnog reznja, intermedijarne
progenitorske stanice su prisutne u proliferativnim zonama VZ i SVZ, te u IZ tijekom srednjeg

fetalnog razdoblja (13-17 TNZ).

Kompleksnosti prolazne laminacije tijekom srednjeg fetalnog razdoblja koja je
karakteristi¢na za moZzdanu koru ¢ovjeka pridonosi i multilaminarni aksonsko-stani¢ni odjeljak
(MACC, multilaminar axonal-cellular compartment, engl.) (176). Naime, snopovi rastucih
vlakana u unutarnjem fibrilarnom dijelu (IFL, inner fibrilar layer, engl.) dijele SVZ na vanjsku
(0SVZ, outer subventricular zone, engl.) 1 unutarnju SVZ (iISVZ, inner subventricular zone,

engl.) (176). MACC c¢ine oSVZ, iSVZ, 1Z, ESS (external sagittal stratum), ISS (internal
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sagittal stratum). Rezultati ove doktorske disertacije su pokazali da se u MACC-u mozdane
kore zatiljnog reznja nalaze TBR2 pozitivne intermedijarne progenitorske stanice koje
kolokaliziraju s CELFI1 tijekom srednjeg fetalnog razdoblja. CELF1 pozitivne stanice u
MACC-u su zastupljenije u ranijim stadijima (13 TNZ), no njihova prisutnost u ovom odjeljku
se smanjuje u kasnijim stadijima (od 15 TNZ prema 17 TNZ). U kasnijim stadijima
kortikogeneze dolazi do specifikacije postmigratornih neurona u CP. Pove¢anom ekspresijom
transkripcijskog faktora TBR1 razina ekspresije biljega intermedijarnih progenitorskih stanica
TBR2 postaje sve manja. Navedeno sugerira na smanjenje populacije intermedijarnih

progenitora, odnosno na porast populacije postmitotickih projekcijskih neurona (219,220).

Znatno povecanje povrSine mozdane kore evolucijsko je svojstvo karakteristino za
mozak ¢ovjeka i drugih primata. Jedan od faktora koji su utjecali na to je intenzivna proizvodnja
neurona u proliferativnim zonama tijekom embrionalnog 1 fetalnog razdoblja (33). Intenzivna
proliferacija stanica posljedica je poveCanog proliferativnog kapaciteta neuralnih
progenitorskih stanica koje su nastale iz pluripotentnih mati¢nih stanica (220). Istrazivanje
Smarta iz 1972.g. (218)pokazuje da je proliferacija izvan ventrikularne zone preduvjet za
povecanje intenziteta proliferacije, te predlaze SVZ kao mjesto sekundarne proliferacije.
Nadalje, zbog veceg broja rastu¢ih vlakana dolazi do prosirenja SVZ §to rezultira pojavom
oSVZ i iSVZ. Na osnovu navedenog, oSVZ predstavlja novu proliferativhu zonu u kojoj

prevladavaju mitoticke stanice koje se nazivaju intermedijarni progenitori (195,221).

SVZ je prisutna u ranim fazama fetalnog razvoja (7,107,222) kada se radaju neuroni
dubokih slojeva mozdane kore. To upucuje na njezinu ulogu u ranoj proizvodnji projekcijskih
glutamatergickih neurona. Rezultati ovog doktorskog istrazivanja pokazali su imunoreaktivnost
CELF1 1 biljega neurona dubokih kortikalnih slojeva u stanicama SVZ, te njihovu
kolokalizaciju s biljegom intermedijarnih progenitora (TBR2) Sto sugerira da je upravo SVZ
mjesto njihovog nastanka. Povecanje populacije buducih projekcijskih neurona uloga je SVZ
tijekom kasnijih faza fetalnog razvoja, medutim navedeni rezultati sugeriraju da i rana SVZ
moze imati slicnu ulogu. U kasnijim fazama razvoja SVZ obavlja i druge funkcije, kada sluzi
kao migracijska zona, zajedno s IZ 1 SP kroz koje migriraju kasnije rodeni neuroni povrsnijih
slojeva mozdane kore (57,196). Primjerice, proizvodnja glija stanica je joS jedna od

karakteristi¢nih uloga SVZ u kasnom fetalnom razdoblju (88).
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6.3. Uloga RNA-vezujuéeg proteina CELF1 u laminarnoj organizaciji mozdane kore i

uspostavljanju citoarhitekture

RNA-vezujuéi proteini su dio transkripcijske 1 posttranskripcijske kontrole ekspresije
gena Cija je ispravna regulacija klju¢na za normalni razvoj mozga (134,140,141,150). Rezultati
ovog istrazivanja pokazali su dinamican obrazac ekspresije RNA-vezujuceg proteina CELF1
tijekom ranog i srednjeg fetalnog razdoblja koji sugerira njegovu regulatornu ulogu u procesima

razvoja mozdane kore.

Prethodna istrazivanja su pokazala uloge RNA-vezuju¢ih proteina u prijenosu,
lokalizaciji 1 metabolizmu mRNA, kao i1 njihov utjecaj na zaustavljanje i ponovno poticanje
translacije (133,134,146,147,150). RNA-vezujuéi proteini eksprimirani tijekom prenatalnog
razvoja imaju regulatorne uloge u procesima proliferacije, migracije, diferencijacije i
specifikacije stanica tijekom kortikogeneze (142,148,149). Primjerice, pokazano je da je Celfl
eksprimiran u Pax6 pozitivnim progenitorskim stanicama u VZ tijekom rane kortikogeneze
miSa u E13, dok E16 Celfl imunoreaktivnost u VZ nije registrirana. Prema tome, rezultati
studije Popovitchenko 1 sur iz 2020.g. (134) upucuju na ulogu Celfl u razvoju ranih
progenitorskih stanica vaznih za stvaranje identiteta glutamatergickih projekcijskih neurona. To
posredno potvrduju i rezultati ovog doktorskog istrazivanja Koji prikazuju ranu kolokalizaciju
CELF1 s PAX6 pozitivnim progenitorima i TBR2 pozitivnim intermedijarnim progenitorima u
VZ i SVZ mozga ¢ovjeka. Nadalje, rezultati ekspresije mMRNA pokazali su prisutnost CELF1 u
proliferativnim zonama VZ i SVZ tijekom svih faza ranog (9-12 TNZ) i srednjeg (13-20 TNZ)
fetalnog razdoblja. U stanicama VZ i SVZ, CELF1 mRNA kolokalizira sa FOXP2 i TBR1
mRNA ¢iji su proteinski produkti biljezi dubokih projekcijskih neurona (FOXP2), te SP
neurona (TBR1). Ovaj podatak dodatno upucuje na mogucu uklju¢enost CELF1 u regulaciji
identiteta prospektivnih glutamatergickih projekcijskih neurona.

Navedeni podaci kvalitativne analize prate 1 dobiveni kvantitativni rezultati. Prema
tome, zastupljenost CELF1 stanica povecava se od ranog prema srednjem fetalnom razdoblju
Sto odgovara dinamici rasta prolaznih fetalnih zona. Laminarni ritam buducih projekcijskih
neurona uspostavlja se ekspresijom molekularnih biljega koji odreduju njihov identitet i
konac¢no odrediste (35). Medu tim molekularnim biljezima je i RNA-vezuju¢i protein CELF1,
uklju€en u ranu laminarnu organizaciju u mozdanoj kori ¢ovjeka 1 miSa (134). CELF1 protein
je najzastupljeniji u CP gdje kolokalizira s biljezima dubokih projekcijskih neurona. Dodatno,
rezultati analize ekspresije mRNA pokazali su prisutstvo CELFI mRNA u CP i SP, te
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kolokalizaciju s FOXP2 1 TBRI mRNA tijekom ranog i srednjeg fetalnog razdoblja. Ovi
rezultati sugeriraju na potencijalnu ulogu CELF1 u uspostavljanju laminarne dinamike dubokih

projekcijskih neurona.

Rezultati ove studije pokazali su CELF1 ekspresiju ve¢ u ranom fetalnom razdoblju (8.
TNZ) §to moze posluziti i za pracenje ranih regionalnih razlika mozdane kore tijekom razvoja.
Primjerice, poznato je da je cingularna mozdana kora heterogena struktura koja se sastoji od
nekoliko funkcionalnih dijelova i gradena je od razlicitih tipova mozdane kore (223). Laminarni
ustroj i1 citoarhitektura prolaznih fetalnih zona u cingularnoj mozdanoj kori do danas nije
dovoljno istrazena, ali novije istrazivanje je pokazalo da se na medijalnom dijelu mozdane kore
¢eonog reznja, rana CP i SVZ (8 TNZ) postupno suzavaju prema arhikortikalnom dijelu
cingularne mozdane kore. Prema tome, ovaj rezultat moze posluziti za odredivanje potencijalne
anatomske granice izmedu mezokortikalnog 1 arhikortikalnog dijela cingularne mozdane kore

(224).

Prethodna istraZivanja su pokazala da poremecaj u funkciji proteina CELF1 mozZe
dovesti do nastanka neuroloskih ili neurodegenerativnih bolesti (143,225). Jedna od bolesti koju
karakterizira neispravna regulacijia proteina CELF1 je miotoni¢na distrofija tip 1 (MD1).
Genetska podloga nastanka ove bolesti je ponavljanje trinukleotidne CTG sekvence na genu
koji kodira za protein kinazu DMPK. Budu¢i da je transkript mutiranog gena za DMPK duzi
zbog povecanog broja CTG ponavljanja dolazi do stvaranja strukture ukosnice (engl., hairpin)
Sto uzrokuje poremecaj strukture RNA. Osim toga dolazi 1 do aktivacije protein kinaze C (PKC)
koja fosforilira CELF1. Povecana fosforilacija CELF1 proteina vodi do njegove stabilizacije 1
pojacane funkcije. Pojac¢ana funkcija CELF1 proteina u odraslom tkivu dovodi do vracanja
obrasca alternativnog prekrajanja kakav je bio prisutan u fetalnom tkivu (175,225). U ovoj
disertaciji, rezultati su pokazali fizicku interakciju RNA-vezujuceg proteina CELF1 1 protein
kinaze DMPK tijekom prenatalnog razdoblja i u odrasloj mozdanoj kori ¢ovjeka. Budu¢i da do
sada njihova interakcija jo§ nije bila pokazana u mozgu covjeka, ovaj rezultat bi mogao
posluZziti za buduca istraZivanja usmjerena prema boljem razumijevanje mehanizama nastanka

bolesti miSi¢ne distrofije tipa 1.

Nadalje, rezultati doktorskog istrazivanja pruzaju novi set normativnih podataka koji su
vazni za razumijevanje dinamike neurogenetskih i histogenetskih procesa sto je preduvjet za
normalni razvoj mozdane kore. Dobivena saznanja o ulozi RNA-vezujuceg proteina CELF1
tijekom ranog 1 srednjeg fetalnog razdoblja mogu posluziti za buduca istrazivanja koja se bave
ranim poremecajima kortikalne organizacije. IstraZivanje uloge molekularne regulacije tijekom
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razvoja omogucuje bolje razumjevanje neurorazvojnih i neurodegenerativnih bolesti nastalih

uslijed poremecaja transkripcijskih i translacijskih mehanizama.

Uzimaju¢i u obzir sve navedene podatke dobivene u ovom doktoratu moze se zakljuciti
kako se rezultati slazu s podacima prethodnih istrazivanja, usprkos tomu ostaju otvorena pitanja
koja bi trebalo detaljnije istraziti u budu¢im studijama. Iako dobiveni podaci nadopunjuju
postoje¢e znanje o razvoju mozdane kore Covjeka, ovo istrazivanje ima niz ogranicenja,
prvenstveno zbog svojstava i dostupnosti postmortalnog tkiva mozga Covjeka. Stoga, nova
saznanja o bioloskoj funkciji 1 molekularnim mehanizmima RNA-vezujuceg proteina CELF1
tijekom razvoja mozga mogla bi se dobiti u buduéim istrazivanjima koriStenjem animalnih

modela ili in vitro kulture stanica.
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7. ZAKLJUCCI

1)

2)

3)

4)

RNA-vezujuc¢i protein CELF1 pokazuje sljede¢u vremensko-prostornu dinamiku
laminarnog ekspresijskog obrasca u ¢eonom i zatiljnom reznju mozga ¢ovjeka: tijekom
ranog fetalnog razdoblja (7.5-12 TNZ) prisutan je u nezrelim neuronima VVZ, SVZ i CP,
dok je tijekom srednjeg fetalnog razdoblja (13-24 TNZ) prisutan u postmigratornim
neuronima CP i povrsnom dijelu SP zone na granici sa CP. U kasnijim stadijima
srednjeg fetalnog razdoblja uocava se ,,premjestanje* ekspresijskog obrasca CELF1 iz
proliferativnih VZ i SVZ u CP. Dinamika laminarnog obrasca navodi na zakljucak da je
u ranom fetalnom razdoblju CELF1 potreban za razvoj neuralnih progenitora te

diferencijaciju glutamatergickih neurona tijekom srednjeg fetalnog razdoblja.

Biljezi progenitorskih stanica radijalne glije, PAX6 i intermedijarnih progenitorskih
stanica TBR2, kolokaliziraju sa CELF1 u proliferativnim zonama SVZ i VZ te u
multilaminarnom aksonsko-stani¢nom odjeljku, MACC (multilaminar axonal-celllular
compartment, engl.). Kolokalizacija biljega progenitorskih stanica i CELF1 upucuje na
regulatornu ulogu CELF1 u stvaranju prospektivnih glutamategi¢kih subpopulacija
projekcijskih piramidnih neurona u CP te projekcijskih polimorfnih neurona u SP
tijekom ranog i srednjeg fetalnog razdoblja.

Obrasci distribucije biljega povrsnijih slojeva mozdane kore (SATB2, CUX1, CUX2),
te biljega dubokih slojeva mozdane kore (CTIP2, TLE4, SOXS5) razlikuju se tijekom
razvoja mozga ¢ovjeka u odnosu na poznati obrazac distribucije tijekom razvoja mozga
glodavaca s obzirom da u ¢ovjeka navedeni biljezi nisu specifi¢ni za odredene slojeve,
nego su zastupljeni u Sirem laminarnom obrascu. S obzirom da CELF1 kolokalizira s
biljegom glutamatergi¢kih neurona vGLUT te biljezima neurona razli€itih kortikalnih
slojeva moze se zaklju¢iti da CELF1 potencijalno sudjeluje u laminarnom

pozicioniranju glutamatergickih neurona tijekom kortikogeneze mozga covjeka.

Pojedine regionalne citoarhitektonske karakteristike, kao $§to su migratorni valovi
postmitotickih neurona, obrazac ,,dvostruke CP* u orbitobazalnom dijelu ceonog reznja,
te ,,corridor* stanice u zatiljnom reznju zabiljezene su pracenjem ekspresijskog obrasca

CELF1 tijekom srednjeg fetalnog razdoblja. Iz navedenog zakljucuje se da se regionalna
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5)

diferencijacija i sublaminarna agregacija stanica u ranom fetalnom razdoblju moze

pratiti pomocu ekspresijskog obrasca CELF1.

Rezultati ekspresije CELF1 u mozdanoj kori ¢ovjeka tijekom fetalnog razvoja prate
ritam neurogenetskih procesa (proliferacija, migracija, postmigratorna diferencijacija)
koji se odvijaju u prolaznim fetalnim zonama. Prema tome, moze se zakljuciti da CELF1
ima potencijalne uloge u diferencijaciji neurona, njihovoj molekularnoj specifikaciji, te

uspostavljanju funkcionalne povezanosti tijekom kortikogeneze.

92



8. SAZETAK

Mozak predstavlja neurobioloski temelj svih funkcija kod covjeka. Razvoj mozdane
kore karakterizira prostorno i vremensko preklapanje neurogenetskih procesa i regulacija
genske ekspresije na nekoliko razina, medu kojima je mRNA translacija, koordinirana putem
RNA-vezuju¢ih proteina. Celfl je RNA-vezujuéi protein ukljuen u razvoj neuralnih
progenitora i glutamatergickih neurona tijekom kortikogeneze misa, a uloga CELF1 tijekom
kortikogeneze ¢ovjeka nije poznata. Hipoteza je da CELF1 regulira mRNA translaciju tijekom
nastanka neuralnih progenitora te je njegova precizna regulacija nuzna tijekom razvoja mozga
covjeka. Cilj je bio utvrditi laminarni i sublaminarni ekspresijski obrazac CELF1 te regionalne
razlike na prenatalnom postmortalnom tkivu mozga ¢ovjeka. CELF1 je eksprimiran u nezrelim
neuronima VVZ, SVZ i CP tijekom ranog te u postmigratornim neuronima CP i povr$nijeg dijela
SP tijekom srednjeg fetalnog razdoblja. CELF1 ekspresijski obrazac pokazuje jasne regionalne
citoarhitektonske razlike poput migratornih valova postmitotickih neurona, obrazac ,,dvostruke
CP* u orbitobazalnom dijelu ¢eonog reznja, te specificne ,,corridor stanice u mozdanoj kori
zatiljnog reznja. Ekspresija u VZ, SVZ, i MACC, upucuje na ulogu CELF1 u diferencijaciji
prospektivnih glutamategickih projekcijskih piramidnih neurona, dok ekspresija u CP i SP
upucuje na potencijalnu ulogu u molekularnoj specifikaciji, laminarnom pozicioniranju te
uspostavljanju funkcionalne povezanosti. Stoga, istrazivanje regulacije posttranskripcijskih

mehanizama doprinosi boljem razumijevanju uzroka pojave neurorazvojnih poremecaja.
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9. SUMMARY

Laminar expression pattern and regional distribution of RNA-binding protein CELF1 in
the human fetal cerebral cortex

Janja Kopi¢, mag.biol.mol., 2023

Human brain represents neurobiological basis of all functions. Cerebral cortex
development is characterized by spatio-temporal overlapping of neurogenetic processes and
gene expression regulation at several levels, including mRNA translation, coordinated by RNA-
binding proteins. Celfl is RNA-binding protein involved in neural progenitors and
glutamatergic neurons development during mouse corticogenesis, but CELF1 role during
human corticogenesis is unknown. The hypothesis is that CELF1 regulates mRNA translation
during neural progenitors formation and its precise regulation is necessary during human
corticogenesis. The aim was to determine laminar, sublaminar CELF1 expression pattern and
regional differences in prenatal postmortem human brain tissue. CELF1 is expressed in
immature neurons of VZ, SVZ and CP during early and in postmigratory neurons of CP and
superficial part of SP during midfetal period. CELF1 expression pattern shows clear regional
cytoarchitectonic differences such as postmitotic neurons migratory waves, "double CP" pattern
in orbitobasal frontal cortex, and specific "corridor" cells in occipital cortex. Expression in VZ,
SVZ, and MACC indicates CELF1 role in prospective glutamatergic projection pyramidal
neurons differentiation, while expression in CP and SP indicates potential role in molecular
specification, laminar positioning, and functional connectivity establishment. Therefore,
investigating mechanisms of post-transcriptional regulation contributes to better understanding

the origin of neurodevelopmental disorders.
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