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Prefrontalna mozdana kora (PFC) nalazi se na prednjem dijelu ¢eonog reznja mozga i proteze se
na njegovoj medijalnoj, lateralnoj i1 orbitalnoj povrSini. PFC moze se podijeliti na dvije regije s
razli¢itim funkcijama: lateralni PFC (LPFC) (dorzolateralni i ventrolateralni PFC) i
ventromedijalni PFC (vmPFC). Osim na regije, PFC mozemo podijeliti na temelju razlika u
citoarhitektonici u Brodmannova polja. Izvanstani¢ni matriks PFC-a sadrzi slozenu mjeSavinu
proteoglikana, tenascina, fibronektina i hijaluronske kiseline koja moZze okruzivati stani¢na tijela i
nastavke neurona, tvore¢i dobro organiziranu reSetkastu strukturu koja se naziva perineuronskom
mrezom (PNN). PNN-ovi su ukljueni u neuroprotekciju, sinapticku stabilizaciju, ionsko
puferiranje te razvoj 1 plasticnost neurona. Hipoteza ovog diplomskog rada jest da postoje razlike
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neurona, raspodjele PNN-ova po slojevima mozdane kore te stupnja kolokalizacije PNN-ova i
biljega interneurona u ventralnim i dorzalnim dijelovima moZdane kore covjeka. Rezultati
imunohistokemijske analize pokazuju da ne postoji znacajna razlika u raspodjeli po slojevima i
udjelu PNN-ova u ukupnom broju neurona izmedu BA9 i BA14. S druge strane, uocene su
odredene razlike u raspodjeli PNN-ova uokolo pojedinih subpopulacija Ziv¢anih stanica izmedu
BA9 i BAl4r.
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The prefrontal cortex (PFC) is located in the frontal lobe of the brain and extends over its medial,
lateral, and orbital surfaces. The PFC can be divided into two regions with different functions: the
lateral PFC (LPFC) (dorsolateral and ventrolateral PFC) and ventromedial PFC (vmPFC).
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synaptic stabilization, ion buffering, and neuronal development and plasticity. The hypothesis of
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perineuronal nets between the ventral and dorsal parts of the human PFC. | tested the hypothesis
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by layers of the cerebral cortex, and the degree of colocalization of PNNs and interneuron markers
in the ventral and dorsal parts of the human cerebral cortex. The results of the
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1. UvVvOD

1.1. Prefrontalna kora mozga ¢ovjeka

Mozdana kora ¢eonog reznja moze se histoloski i fizioloski podijeliti u tri glavna dijela: primarna
motoric¢ka kora, premotoricka kora i prefrontalna kora (Fuster, 2015). Prefrontalna mozdana kora
(PFC, od engl. prefrontal cortex) uobi¢ajeno se definira kao dio mozdane kore koji prima
reciprocne projekcije iz mediodorzalne jezgre talamusa (Uylings i van Eden, 1990; Teffer i
Semendeferi, 2012; Barbas, 2015). PFC se nalazi na medijalnoj, lateralnoj i orbitalnoj povrsini
najprednjeg dijela ¢eonog rezanja i zauzima otprilike tre¢inu cijele kore mozga ¢ovjeka. PFC se
Cesto klasificira kao multimodalna asocijacijska kora mozga jer obraduje integrirane informacije
iz vise razli¢itih izvora. PFC ima vaznu ulogu u tzv. vi§im kognitivnim funkcijama, tj. slozenim
kognitivnim procesima koji sudjeluju u kontroli ponasanja. Prema anatomskom smjestaju, PFC se
moze podijeliti u dva funkcionalno razli¢ita dijela: lateralni PFC (LPFC) i ventromedijalni PFC
(vmPFC) (Morecraft i Yeterian, 2002; Fuster, 2015).

LPFC dodatno se moze podijeliti na dorzalni dio (DLPFC) i ventralni dio (VLPFC). DLPFC
iznimno je dobro razvijen u ¢ovjeka te je prvenstveno zaduZzen za procesiranje izvr$nih funkcija
kao $to su planiranje, rasudivanje, radna memorija, kognitivna fleksibilnost te procesuiranje govora
i jezika.

Sli¢no kao i LPFC, vmPFC moze se dodatno podijeliti na dva dijela: ventralni ili orbitalni dio
(VPFC/oPFC) te medijalni dio (mPFC) (Ongur i sur., 2003; Fuster, 2015). Za razliku od LPFC-a
koji je prvenstveno ukljucen u kognitivne funkcije, vmPFC ima vaznu ulogu u generiranju i
kontroli emocija, motivacije i nagona, a ukljucen je i u sustav nagradivanja. Osim navedenih uloga,
vmMPFC povezan je i limbi¢kim sustavom koji je uklju¢en u regulaciju autonomnog zivéanog
sustava (prvenstveno mPFC) (Groenewegen i Uylings, 2000) te s dijelovima mozdane kore
zaduzenima za procesiranje visceralnih osjeta — okusa i njuha (prvenstveno oPFC) (Fuster, 2015).
Na temelju toga oPFC sudjeluje u u¢enju pomocu podrazaja koje prima iz osjetila okusa i mirisa.
(Morecraft i Yeterian, 2002; Fuster, 2015; Ece Sari1, 2022).



PFC u ¢ovjeka znacajno je vise razvijen nego u ostalih primata, a u drugih sisavaca (primjerice
glodavaca) pravi korelati postoje samo za dijelove vmPFC-a, dok za DLPFC ne postoje pravi
korelati u ne-primata (Preuss, 1995; Uylings i sur., 2003; Fuster, 2015).

Kora velikog mozga moze se podijeliti u razli¢ite citoarhitektonske regije na temelju razlika u
veli¢ini 1 vrsti stanica te rasporedu neurona u razli¢itim slojevima mozdane kore, kao $to su razlike
u gustoci stanica, prisutnost ili odsutnost odredenih slojeva i u relativnoj debljini slojeva (Petrides
i sur., 2012). Veliki dio PFC-a ¢ini Sestoslojni homotipni izokorteks. Slojevi PFC-a ve¢inom su
jasno odijeljeni, a ve¢ina regija unutar PFC-a sadrzi i dobro razvijen unutarnji granularni sloj (1V),
zbog Cega se PFC nekad nazivao ,.frontalnom granularnom mozdanom korom®. lako navedeno
vrijedi za dorzalne i rostralne dijelove PFC-a, u ventrokaudalnim i medijalnim dijelovima PFC-a
granularni sloj je ili slabo razvijen (disgranularna mozdana kora) ili gotovo potpuno odsutan

(agranularna mozdana kora) (Morecraft i Yeterian, 2002; Petrides i sur., 2012; Fuster, 2015).

U Sestoslojnom homotipnom izokorteksu, sloj I naziva se jo§ i molekularnim slojem, a sadrzi vrlo
mali broj stanica. Sloj II sadrzi uglavnom zrnate stanice te nesto piramidalnih stanica ¢iji se dendriti
protezu u sloj I, a aksoni se spustaju kroz dubinske slojeve mozdane kore. Sloj III uglavnom sadrzi
piramidalne stanice ¢ija se veli¢ina povecava s dubinom prema bijeloj tvari pa ga prema tome
mozemo podijeliti u tri podsloja: Illa koji sadrzi male piramidalne stanice, IIIb koji sadrzi
piramidalne stanice srednje veli¢ine i Illc koji sadrzi velike piramidalne stanice. Buduéi da se
slojevi I, II 1 III nalaze povrSinski (tj. ,,iznad*) u odnosu na granularni sloj IV, nazivaju se jo$
zajedni¢kim imenom i supragranularnim slojevima. Aksoni piramidalnih stanica slojeva Il i 1ll
tvore asocijacijske kortiko-kortikalne projekcije, tj. veze izmedu razli¢itih regija mozdane kore.
Granularni sloj IV prvenstveno se sastoji od zvjezdastih neurona koji se ¢esto nazivaju i zrnatim
stanicama, a karakteriziraju ih kratki dendriti koji se granaju u blizini tijela i Sire u svim
smjerovima, tvore¢i sferi¢no dendriti¢ko polje. Dubinski u odnosu na sloj IV smjesteni su tzv.
infragranularni ili dubinski slojevi mozdane kore — slojevi V i VI. Infragranularni sloj V sastoji se
od srednjih i velikih modificiranih piramidalnih stanica. Infragranularni sloj VI sadrzi niz tipova
neurona razlic¢itog oblika i orijentacije, ukljucujuci bipolarne vretenaste ziv€ane stanice. Slojevi V
i VI mogu se podijeliti u dva podsloja gdje je gornji sloj (Va, Vla) gus¢i, a donji (Vb, VIb) rjedi
(Rajkowska i Goldman-Rakic, 1995; Guillery, 2000; Fuster, 2015; Grow, 2018).



Dok DLPFC ima izrazen tipi¢ni granularni Sestoslojni homotipni izokorteks, mMPFC i oPFC (s
izuzetkom najrostralnijeg dijela oPFC-a) pripadaju velikim dijelom disgranularnoj i agranularnoj
mozdanoj kori, s istaknutim i gustim dubokim slojevima (V-VI) te slabije izrazenim ili gotovo
odsutnim slojem IV (Fuster, 2015).

Prvu topografsku podjelu kore mozga napravio je Brodmann 1909. godine koja se i danas koristi
za mozak primata i covjeka. Cijeli PFC moze se citoarhitektonski podijeliti na Brodmannova polja
(BA, engl. Brodmann areas). Za Brodmanna ,,area praefrontalis* bila je manje ventromedijalno
smjestena regija, BA 11, unutar velike ,,regio frontalis* koja sadrzi Brodmannova polja koja danas
ubrajamo u PFC (Tablica 1.1.) (Ongr i Price, 2000; Fuster, 2015).

Tablica 1.1. Podjela prefrontalne kore mozga ¢ovjeka u Brodmannova polja

Dijelovi prefrontalne kore mozga ¢ovjeka Brodmannova polja
Lateralna prefrontalna kora dorzolateralna 8,9, 10, 46
ventrolateralna 44, 45, 47
Medijalna prefrontalna kora 24, 25, 32, 33
Orbitofrontalna prefrontalna kora 10, 11,12, 13,14

Zbog funkcionalne i citoarhitektonske razlike unutar razli¢itih regija prefrontalne kore mozga
covjeka, moze se pretpostaviti da postoje 1 razlike na molekularnoj razini izmedu Brodmannovih
polja. Zbog tih razlika zanimljivo je promatrati Brodmannova polja 9 i 14, budu¢i da BA9 pripada
DLPFC-u, a BA14 pripada oPFC-u.

Brodmannovo polje 9 (area frontalis granularis) nalazi se u krajnjem dorzalnom dijelu PFC-a i
pretezno je smjeSten0 na povrsini vijuge, gyrus frontalis superior te se medijalno proteze do
paracingularnog Zlijeba (Slika 1.1.). BA9 se lateralno proteze kroz vijugu, gyrus frontalis medius
kojom grani¢i s BA46, a ventralno zavrSava na vijugi, gyrus frontalis inferior. S rostralne strane
BA9 granic¢i s BA10 dok s kaudalne granici s BA8 (Slika 1.1.) (Brodmann, 1909; Petrides i Pandya,
1999; Guillery, 2000; Morecraft i Yeterian, 2002; Brodmann i Gary, 2006). Funkcionalne uloge

BA9 su vise kognitivne funkcije poput epizodne i radne memorije, induktivnog razmisljanja i

3



teorije uma (Goel i Grafman, 1995; Gallagher i sur., 2002; Gallagher i Frith, 2003; Marklund i sur.,
2007; Strotzer, 2009; Goulas i sur., 2012).
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Slika 1.1. Anatomski smjestaj Brodmannova polja 9 (oznaceno plavom bojom) u prefrontalnoj kori mozga
¢ovjeka. Slike su modificirane iz Brodmann, 1909. (A) Dorzolateralna povrSina mozga gdje su vidljive
granice  BA9 smjestenog u vijugama, gyrus frontalis superior i gyrus frontalis medius.

(B) Medijalna povrsina mozga gdje je vidljiva medijalna granica BAO.



Brodmann u svojim citoarhitektonskim mapama inicijalno nije definirao polje 14 u PFC-u ¢ovjeka,
ve¢ samo u majmuna (Brodmann, 1909; Brodmann i Gary, 2006). Walker je 1940. godine podijelio
oPFC i mPFC mozga kod vrste Macaca fascicularis gdje je polje 14 smjestio na ventromedijalni
konveksitet (Walker, 1940). Beck (1949.) je prepoznao Brodmannovo polje 14 u vijugi, gyrus
rectus u kori mozga Covjeka (Beck, 1949), a kasnije Ongir i sur. (2003.) ponovo definiraju
Brodmannovo polje 14 kao polje smjesteno unutar vijuge, gyrus rectus. BA14 lateralno granici s
poljima 13a i 13b, medijalno s poljima 32m i 10m te rostralno s poljem 11m (Ongdr i Price, 2000;
Ongur i sur., 2003) (Slika 1.2.).
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Slika 1.2. Anatomski smjestaj Brodmannova polja 14 (oznaceno ruzi¢astom bojom) u prefrontalnoj kori
mozga ¢ovjeka. Slike su modificirane iz Ongur i Price, 2000. (A) Medijalna povr$ina mozga gdje je vidljiva
ravna vijuga, gyrus rectus koju zauzima Brodmannovo polje 14 te je prikaza i podjela u rostralni (BAL14r) i
kaudalni dio (BAl4c). (B) Ventralna (orbitalna) povr§ina mozga gdje je vidljivo Brodmannovo polje 14
takoder podijeljeno na BA14r i BAl4c.

Dvije podregije polja 14, 14r (od engl. rostral) i 14c (od engl. caudal), opisane su prvo u majmuna
(Mucaca mulata), a potom i u ljudskom mozgu. U BA14r i 14c je debljina mozdane kore manja te

su slojevi II i III slabije medusobno razgrani¢eni nego u poljima DLPFC-a. Oba navedena polja



karakterizira iznimno pro$iren sloj Vb u odnosu na okolna polja vmPFC-a. BAl4c pripada
agranularnoj mozdanoj kori, dok BA14r pripada disgranularnoj mozdanoj kori te se ova dva polja
medusobno razlikuju prvenstveno prema odsutnosti, odnosno prisutnosti sloja IV. Funkcija
Brodmannovog polja 14 nije u potpunosti istrazena, ali s obzirom na to da se nalazi na vrhu i
bo¢nom rubu Vvijuge, gyrus rectus odnosno na spoju ,,viscero-motoric¢kih™ ili "emoto-motoric¢kih™
sustava, vjerojatno je da sluzi za prijenos informacija izmedu obaju sustava. Uz to, BA14 ima ulogu
asocijacijske mozdane kore za osjet njuha te je ukljuceno u obradu informacija iz autonomnog

zivéanog sustava (Ongiir i Price, 2000; Ongr i sur., 2003).

1.2. Izvanstani¢ni matriks moZdane kore ¢ovjeka

Mozdana kora ¢ovjeka sastoji se od zivEanih stanica (neurona) i glija stanica te izvanstani¢ne tvari,
tj. izvanstani¢nog matriksa (ECM, od engl. extracellular matrix). ECM je gusti supstrat koji ¢ini
10 — 20 % ukupnog volumena mozga te zauzima prostor izmedu neurona i glija stanica (Nicholson
i Sykové, 1998). ECM je uglavnom sastavljen od hijaluronske kiseline (HA, od engl. hyaluronic
acid) koja stvara okosnicu za pri¢vrséivanje drugih molekula kao $to su proteoglikani iz porodice
lektikana (hondroitin-sulfatni proteoglikani) i glikoproteini poput tenascina i fibronektina. ECM
stvara mikrookruzenje koje je neophodno za prezivljavanje stanica, plasti¢nost, odgovor na
ostecenja i regeneraciju te olakSava organizaciju razlic¢itih podru¢ja mozga. Za vrijeme razvoja
mozga utjeCe na migraciju stanica, aksonsko vodenje i sinaptogenezu, a promjene u ekspresiji i
sastavu ECM-a zbog ozljeda ili bolesti mogu biti §tetne za neuralni popravak (Zimmermann i
Dours-Zimmermann, 2008; Burnside i Bradbury, 2014; Jovanov Milosevic¢ i sur., 2014; Dauth i
sur., 2016).

U mozdanoj kori, ECM se javlja u dva osnovna oblika — difuzni i kondenzirani. Dok je difuzni
ECM rasprSen u medustani¢nom prostoru, kondenzirani ECM tvori nakupine molekula uokolo
stanica mozdane kore. Posebno zanimljiv oblik kondenziranog ECM-a su tzv. perineuronske mreze
(PNN, od engl. perineuronal nets) koje se nalaze uokolo tijela ziv¢anih stanica i njihovih nastavaka
(dendrita i aksona) (Trnski i sur., 2022).



1.3. Perineuronske mreZe u prefrontalnoj kori mozga ¢ovjeka

PNN-ove u sredi$njem Zivéanom sustavu (SZS) tvore komponente ECM-a kao §to su HA, vezni
proteini (engl. link proteins), hondroitin-sulfatni proteoglikani (CPSG, od engl. hondroitin sulfate
proteoglycans) te tenascin. PNN-ove je prvi puta opisao Camilo Golgi 1882. godine kao retikularne
strukture smjestene uokolo soma ziv¢anih stanica (Vitellaro-Zuccarello i sur., 1998). Danas je
poznato da predstavljaju stabilne agregate molekula ECM-a stvorene specificnim interakcijama
koje okruzuju some i proksimalne dendrite Zivéanih stanica SZS-a. Na molekularnoj razini
organizacija PNN-ova stvara se tako da lektikani (proteoglikani kao sto su agrekan, brevikan,
versikan i neurokan) u izvanstani¢nom prostoru stupaju u interakciju s linearnim, nesulfatiranim
polimernim lancima HA na povrsini stanice, a njihova interakcija stabilizirana je veznim
proteinima (Slika 1.3.). Molekule koje tvore PNN-ove stvaraju neuroni i glija stanice. Glija stanice
stvaraju tenascin, versikan i hijaluronasku kiselinu, a neuroni CPSG-ove (Kwok i sur., 2011; Wang
I Fawcett, 2012).

Vizualizacija PNN-ova moze posti¢i na viSe nacina: (1) upotrebom biljnih lektina kao §to su
aglutinin vlasastodlakave grahorice (VVA, od Vicia villosa agglutinin), aglutinin japanske glicinije
(WFA, od Wisteria floribunda agglutinin) te aglutinin zrna soje (SBA, od engl. soybean agglutinin)
(biljni lektini vezu se selektivno i s visokim afinitetom na terminalne alfa ili beta ostatke N-
acetilogalaktozamina); (2) pomocu proteoglikana koji su sulfatni glikokonjugati pa se mogu
detektirati pomoc¢u anionskog ili kationskog koloida Zeljeza; (3) bojenjem Kopshovim srebrnim
nitratom ili metilenskim modrilom koji vizualiziraju srediSnje proteine proteoglikana. Danas se
naj¢esSée koristi imunohistokemijsko bojenje za lokalizaciju perineuronkih mreza (Karetko i
Skangiel-Kramska, 2009; Wang i Fawcett, 2012). Vecina PNN-ova veze WFA koji se najvise
koristi kao biljeg PNN-ova u histoloskim analizama. Postoje i WFA negativni PNN-ovi kao §to su
oni koji okruzuju odredene vrste zivéanih stanica mozdane kore te se njih moze prikazati koristeci

razli¢ita anti-lektikanska protutijela (Fawcett i sur., 2019).



DO . Agrekan  Ded™ Brevikan @ Vezniprotein
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N, Neurokan QGGG HA

Slika 1.3. Prikaz molekularne formacije perineuronskih mreza. Slika je modicifirana iz Kwok i sur. 2011.
Hijaluron sintetaza (HAS, od engl. hyaluronan synthases) nalazi se na povr$ini neurona i sintetizira HA te
je izlu€uje u perineuronsko podrucje. Molekule agrekan, neurokan, versikan i brevikan iz porodice lektikana
vezu se za HA okosnicu nakon cega su te veze ucvrsé¢ene veznim proteinima. Molekule lektikana na N-
terminalnoj domeni ima HA veznu domenu, a u sredini molekule se nalazi GAG vezna domena ¢ija veliCina
varira medu razli¢itim molekulama iz porodice. C- terminalne domene lektikana vezu se na tenascin i tako

tvore ¢vrstu mrezu.

Gotovo svi dijelovi SZS-a sadrze PNN-ove, no njihova raspodijela unutar mozga nije ravnomjerna.
U zrelom SZS-u ¢ovjeka PNN-ovi su povezani s motori¢kim strukturama. Osim toga, PNN-ovi su
uoceni uokolo ziv€anih stanica u vidnoj mozdanoj kori, somatosenzornoj mozdanoj kori,
dubinskim jezgrama malog mozga, supstanciji nigri, hipokampusu i kraljeZzni¢noj mozdini.
Razlic¢ite strukture proteina i ugljikohidratnih komponenti CPSG-a sugeriraju da PNN-ovi mogu
obavijati razli¢ite vrste neurona. U dubinskim cerebralnim jezgrama, mozdanom deblu, kao i u
lednoj mozdini, PNN-ovi okruzuju projekcijske neurone (Karetko i Skangiel-Kramska, 2009;

Kwok i sur., 2011). U mozgu vecina PNN-ova okruzuje nepiramidalne neurone koji izrazavaju
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biljege specificne za inhibitorne GABA-ergicke interneurone. Vecina GABA-ergickih
interneurona u PFC-u izrazava barem jedan protein koji veze kalcij: parvalbumin (PV), kalbindin
(CB) i kalretinin (CR) te se u primata uobicajeno i dijele u tri velike populacije ovisno o tome koji
od navedenih proteina izrazavaju. S obzirom na to da je veéina istraZivanja o interneuronima
provedena na glodavcima, u njih se koristi i drugacija podjela. Interneuroni su klasificirani u tri
populacije: interneuroni koji izrazavaju kalcij-vezuéi protein parvalbumin (PV), interneuroni koji
izrazavaju peptid somatostatin (SOM) te interneuroni koji izraZzavaju receptor za serotonin (5-
HT3a-R). U mozgu primata obi¢no se CR* neuroni smatraju subpopulacijom 5-HT3a-R* neurona,
a CB" neuroni subpopulacijom SOM" neurona, dok PV* neuroni ¢ine zasebnu populaciju, kao i u
glodavaca. Medutim, novija istrazivanja na ljudskom mozgu ukazuju na to da podjelu interneurona
u glodavaca nije moguce ovako jednostavno translatirati na PFC ¢ovjeka (Banovac i sur., 2022;

Prkacin i sur., 2023).

U BA9 i BAl4r najbrojnija populacija interneurona su CR™ neuroni, zatim slijede PV* neuroni,
dok su CB™ neuroni najmanje brojni (Gabbott i Bacon, 1996). U samoj kori mozga ¢ovjeka PNN-
ovi su najées¢e povezani s PV" GABA-ergi¢kim interneuronima. Osim uokolo inhibicijskih
interneurona, PNN-ovi se ponekad mogu nalaziti i uokolo odredenih projekcijskih (ekscitacijskih)
neurona (Karetko i Skangiel-Kramska, 2009; Kwok i sur., 2011; Fawcett i sur., 2019).

Pretpostavlja se da je uloga nezrelih PNN-ova stvaranje veze izmedu izvanstani¢nog prostora i
unutarstanickog citoskeleta. Nezreli PNN-ovi privlace i hvataju neurotrofne tvari kao $to su
¢imbenici rasta zbog Cega mogu regulirati sazrijevanje te stimulirati rast neurona. Neke
komponente PNN-ova eksprimiraju se prije vrhunca postnatalne sinaptogeneze i vazne su za
formiranje sinapsi (Karetko i Skangiel-Kramska, 2009). Postoje mnoge pretpostavke o funkciji
zrelih PNN-ova, a najvise je istrazivana uloga PNN-ova u kontroli plasti¢nosti SZS-a. Istrazivanja
ukazuju na to da sazrijevanje PNN-ova smanjuje plasti¢ni potencijal neurona ¢ime se stabiliziraju
sinapticke interakcije. Osim toga PNN-ovi vjerojatno imaju ulogu u odrzavanju homeostaze vode
jer sadrze hidrofilne molekule kao §to je CPSG, a smatra se da bi mogli biti vazni i u neuroprotekciji
(Karetko i Skangiel-Kramska, 2009; Kwok i sur., 2011).



2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Hipoteza ovog diplomskog rada jest da postoje razlike u udjelu, raspodjeli po slojevima i
fenotipskim obiljezjima (oblik, veliina i sastavnica) perineuronskih mreza izmedu ventralnih 1

dorzalnih dijelova prefrontalne kore covjeka.

Na temelju hipoteze definirana su tri cilja. Prvi cilj jest odrediti udio perineuronskih mreza u
ukupnom broju neurona u ventralnim i dorzalnim dijelovima prefrontalne mozdane kore covjeka.
Drugi cilj jest odrediti raspodjelu perineuronskih mreza po slojevima mozdane kore. Treci cilj jest
odrediti stupanj kolokalizacije perineuronskih mreza i biljega interneurona u ventralnim i

dorzalnim dijelovima prefrontalne mozdane kore ¢ovjeka.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Uzorci i priprema tkiva

Uzorci koji su koriSteni u ovom istrazivanju blokovi su arhiviranog tkiva prefrontalne kore pet
razli¢itih ljudskih mozgova iz Zagrebacke neuroembrioloske zbirke (Tablica 3.1.) (Kostovic i sur.,
1991; Judas$ i sur., 2011). KoriSteno tkivo je ve¢ pohranjeni postmortalni materijal prikupljen
iskljucivo za vrijeme redovnih obdukecija te je kodirano odgovaraju¢om oznakom, a podaci o dobi,
spolu i uzroku smrti osobe od koje tkivo potjece navedeni su u posebnom izdvojenom protokolu.
Osobe od kojih je prikupljeno mozdano tkivo nisu bolovale od neuroloskih ni psihijatrijskih bolesti,
a prilikom obdukcije nisu nadeni znakovi neuropatoloskih odstupanja u mozgovima. Sve 0sobe
umrle su bez preagonalnog stanja te postmortalnim interval stoga predstavlja stvarni vremenski
interval od trenutka smrti Ziv€anih stanica. Svi uzorci prikupljeni su sukladno Helsinskoj
deklaraciji iz 2000. godine i etickim dopusnicama Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu

(broj etickih dopusnica: 380-59-10106-14-55/152, 380-59-10106-19-111/210).

Tablica 3.1. Uzorak kori$ten u istraZivanju.

Mozak Spol (goDo(I)ikr:e) PizstteT\f)arltz:?i Uzrok smrt/relevantna patologija
C0382 M 40 6,5 nagla sr¢ana smrt

C0383 M 51 11 nagla sr¢ana smrt

C0385 M 29 8 politrauma

C0386 M 37 6 nagla sr¢ana smrt

0387 M 44 5 predoziranje

metadonom/benzodiazepinima

Blokovi mozdanog tkiva fiksirani su uranjanjem u 4 %-tni formaldehid te kiroprotektirani u
otopinama saharoze (10 % i 20 %). Blokovi tkiva su zatim smrznuti i pohranjeni na temperaturi od
-80°C. Dio blokova tkiva je odmrznut i uklopljen u parafin (Sadeghipour i Babaheidarian, 2019),
te sam ih takve rezala mikrotomom (LEICA HI1210) na rezove debljine 20 um (Sy i Ang, 2019)
koje sam potom stavila na VitroGnost Plus Ultra adhezivna predmetna stakla (Biognost, Hrvatska)

I pohranila do daljnje analize.
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Ovaj rad usmjeren je na analizu dva polja PFC-a: Brodmannovo polje 9 (BA9) i rostralni dio
Brodmannova polja 14 (BAl4r). 1z svakog mozga analizirala sam za svako imunohistokemijsko

bojenje po tri histoloska reza za svako Brodmannovo polje.

3.2. Imunohistokemijska analiza histoloskih rezova

Za analizu histoloskih rezova kore mozga koristila sam metodu indirektne imunofluorescencije u
kojoj se neobiljeZena primarna protutijela vezu za ciljanu molekulu, a sekundarno protutijelo, koje
je obiljezeno fluoroforom, prepoznaje i veze se na primarno protutijelo (Betterle i Zanchetta, 2012).
Za detekciju neurona koristila sam primarna protutijela koja se vezu na neuronalni nuklearni
antigen NeuN koji obiljeZava gotovo sve zivfane stanice mozdane kore, a za prikaz PV*
interneurona primarna protutijela koja se vezu na protein parvalbumin (PV). U kombinaciji s anti-

NeuN ili anti-PV protutijelima koristila sam fluorescentno obiljezeni WFA za detekciju PNN-ova.

Imunohistokemijsko bojanje provedeno je prema standardnom protokolu za parafinske rezove
(Banovac i sur., 2019; Zaqout i sur., 2020; Banovac i sur., 2022). Rezove sam prije
imunohistokemijske analize osvijetlila jakim izvorom svijetlosti u razdoblju od 48 sati kako bi se
smanjila koli¢ina lipofuscinske autofluorescencije na preparatima (Neumann i Gabel, 2002; Sun i
sur., 2017). Nakon 48 sati rezove sam deparafinizirala uranjanjem dva puta u ksilol po 10 minuta
te dehidrirala uranjanjem u etanol, po 5 minuta, u padaju¢em nizu koncentracija (dva uranjanja u
100 %-tni etanolu, jedno uranjanje u 96 %-tni etanolu i jedno uranjanje u 70 %-tni etanol). Rezove
sam zatim ispirala u fosfatnom puferu (1x PBS, od engl. phosphate buffered saline, pH=7,4) i
provela postupak povratka antigena (engl. antigen retrieval) u citrathom puferu (pH = 6,0)
(Boenisch, 2005). Rezove sam potom ponovo ispirala tri puta u PBS-u te ih osusila i okruzila
hidrofobnom olovkom (Liquid blocker, PAP pen, Biognost, Hrvatska). Nakon toga provela sam
postupak blokiranja proteina (engl. protein blocking) kako bi se smanjila nespecifi¢nost vezanja
sekundarnog protutijela. Postupak blokiranja provela sam u razdoblju od jedan sat pomoc¢u otopine
koja sadrzi normalni magarec¢i serum (NDS, od engl. normal donkey serum, Chemicon, SAD)
razrijeden u omjeru 1:30 u otopini za permeabilizaciju (0,3 %-tni Triton X-100, Sigma-Aldrich,
SAD). Nakon ovog postupka, rezove sam inkubirala 24 sata u otopini koja sadrzi NDS i jedno
primarno protutijelo (anti-NeuN zecje poliklonalno protutijelo, abcam, UK, Kat. br. ab104225, lot:
GR3370892-1 ili anti-PV zecje poliklonalno protutijelo, abcam, UK, kat. br. ab11427, lot:
GR3317380-2) u kombinaciji s fluorescentno obiljezenim WFA (Vector Laboratories, SAD, kat.
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br. FL-1351, lot: ZG0903). Nakon inkubacije rezove sam ponovo ispirala u PBS-u, te ih inkubirala
dva sata u otopini koja sadrzi sekundarno visoko krizno-adsorbirano protu-zecje Alexa 546
protutijelo (ThermoFisher, SAD, kat. br. A10040, lot: 1833519). Rezove sam zatim ponovo ispirala
te potom tretirala dvije minute otopinom za smanjivanje lipofuscinske i pozadinske
autofluorescencije (TrueBlack Lipofuscin Autofluorescence Quencher, Biotium, SAD). Rezove
sam nakon toga posljednji put isprala u PBS-u nakon ¢ega sam ih pokrila sredstvom za pokrivanje
fluorescentnih histoloskih rezova (VectaMount® AQ Aqueous Mounting Medium, Vector

Laboratories, SAD) i pohranila u hladnjak na +4°C.

Za oba Brodmannova polja obojana su po tri reza anti-NeuN protutijelom u kombinaciji s
fluorescentno obiljezenim WFA te po tri reza anti-PV protutijelom isto u kombinaciji s

fluorescentno obiljezenim WFA.

3.3. Obrada i kvantitativna analiza histolo$kih rezova

Rezovi su nakon imunohistokemijskog bojanja mikroskopirani i snimljeni laserskim konfokalnim
mikroskopom (Olympus FLUOVIEW FV3000RS, Japan) u Laboratoriju za konfokalnu
mikroskopiju (Hrvatski institut za istrazivanje mozga, Medicinski fakultet Sveucilista u Zagrebu —
HIIM). Konfokalni mikroskop omogucuje snimanje preparata u vise ravnina i viSe fluorescentnih
biljega istovremeno. Na preparatima je snimljena cijela regija od interesa na velikom povecanju
(20x) u vise vidnih polja (30 — 50). U svakom vidnom polju preparat je snimljen u pet konfokalnih
ravnina kroz cijelu debljinu preparata (razmak izmedu konfokalnih ravnina: 4 um) u rezoluciji
1024x1024 piksela. Time je generirana kompozicijska slika u kojoj jedan piksel odgovara duljini
od 0,6215 um (Banovac i sur., 2022).

Dobivene slike preparata obradivala sam u programu Neurolucida 2020 (MBF Bioscience,
Vermont, SAD) u Laboratoriju za neuromorfometriju (HI1IM). Na slici svakog reza odredila sam
kolumne za brojanje ziv¢anih stanica i PNN-ova unutar odgovaraju¢eg Brodmannovog polja.
Preparati koji su obojeni anti-NeuN protutijelima prikazuju iskljucivo ziv€ane stanice Sto je
pogodno za razlucivanje slojeva unutar mozdane kore. Kolumne sam ocrtala tako da na pijalnoj
povrsini budu Sirine 1000 pm, a prema dubini prate usmjerenje neurona. Kolumna za brojenje
sastojala se od pojedinac¢nih kontura (obrisa) gdje je svaka kontura ocrtavala jedan sloj (Slika 3.1.).

Za rezove koji su obojeni anti-PV protutijelima koristila sam kolumne za brojenje susjednih rezova
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obojenih anti-NeuN protutijelima. Na svakom rezu analizirala sam slojeve I, 11, 111, IV, V, VI
zasebno. Slojeve sam odjeljivala na temelju citoarhitektonske grade oba analizirana Brodmannova
polja. Prvi sloj razlikuje se od ostalih po tome $to ima vrlo malo rasprSenih Ziv¢anih stanica. Drugi
sloj sadrzi gusto rasporedene stanice okruglog oblika tijela, dok tre¢i sloj sadrzi uglavnom
piramidalne stanice Sto ga razlikuje od drugog i Cetvrtog sloja. U Cetvrtom sloju sam naisla na
najvecu razliku izmedu BA9 i BAl4r, gdje je on puno jasnije odijeljen u BA9 nego u BAl4r.
Cetvrti sloj sadrzi manje, gusto rasporedene granularne stanice. Peti i $esti sloj sam razlikovala jer
oba imaju gus¢u raspodjelu stanica u gornjem dijelu sloja, a u donjem dijelu stanice su manje gusto
rasporedene. Takoder, u petom sloju nalaze se modificirane piramidalne stanice, a u Sestom sloju

dominantno su prisutne vretenaste bipolarne stanice.

Svakom sam molekularnom biljegu (NeuN, PV i WFA) unutar programa Neurolucida dodijelila
razligiti marker. Zivane stanice sam obiljeZila na nagin da sam unutar programa koristila funkciju
,pronalazenje stanica“ (engl. Detect cells) koja moze raCunalnim algoritmom na konfokalnoj
snimci detektirati tijela stanica. Za koristenje te funkcije potrebno je odabrati regije interesa
(ocrtane kolumne), odrediti minimalni i maksimalni promjer stanice te prag koji odreduje granicu
intenziteta izmedu toga §to program prepoznaje kao signal i $to prepoznaje kao pozadinu. Nakon
Sto je program obiljeZio tijela stanica markerom, kolumne sam jo§ jednom provjerila 1 ru¢no
ispravila krivo oznacene ili preostale neoznacene stanice (Banovac i sur., 2022). Buduci da opisani
racunalni algoritam nije prilagoden za prepoznavanje PNN-ova, njih sam oznacavala iskljucivo
ru¢no. Nakon pojedina¢nog oznacavanja PV i WFA markera, odredila sam i kolokalizacijski
marker tako da sam zadala koliko najviSe dva markera mogu biti udaljena, a da i dalje pripadaju
istoj stanici (za kortikalne interneurone optimalna vrijednost jest 10 um, jer odgovara njihovom
prosjeénom promjeru tijela). Program na mjestima koja zadovoljavaju kriterij udaljenosti stavlja

kolokalizacijski marker. Na kraju sam sve kolokalizacijske markere ru¢no provjerila.

Nakon kvantitativne analize u programu Neurolucida, konture i oznake analizirala sam u programu
Neurolucida Explorer koji racuna broj pojedinih markera po konturi (sloju) te povrSinu pojedine

konture.
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Slika 3.1. Ocrtavanje slojeva mozdane kore u programu Neurolucida. Primjer postupka kvantifikacije
reprezentativnog histoloskog reza. Konture razli¢itih boja predstavljaju slojeve mozdane kore, crveni

marker NeuN imunoreaktivne stanice, a zeleni marker perineuronske mreze. Mjerka: 100 um.
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3.4. Statisti¢ka analiza

Statisticku obradu podataka napravila sam u programu GraphPad Prism, inacica 9.2.0 (GraphPad
Software, La Jolla, SAD). Za sve podatke prikazala sam deskriptivnu statistiku (mjere centralne

tendencije i rasprSenja) te testove razlika.

Za prikaz udjela PV* neurona te PNN-ova u ukupnom broju neurona izra¢unala sam aritmeticku
sredinu podataka iz svih mozgova u svakom sloju u oba Brodmannova polja. Podatke sam prikazala
kao aritmeticku sredinu + standardnu devijaciju. Osim aritmeti¢ke sredine, za Sve podatke

izraunala sam 1 medijan. Sve rezultate izracuna prikazala sam tabli¢no.

Za testiranje razlika udjela PNN-ova u ukupnom broju neurona izmedu BA9 i BA14r koristila sam
upareni t-test. Podatke iz istog mozga analizirala sam kao zavisne podatke, a statisticki zna¢ajnu
razliku za sve testove smatrala sam P-vrijednost < 0,05. Upareni t-test koristila sam u testiranju
razlika ukupnog udjela PNN-ova te u testiranju razlika udjela unutar slojeva izmedu Brodmannovih

polja.

Razlike ukupnog udjela PNN-ova te razlike udjela po slojevima izmedu Brodmannovih polja

prikazane su procjenskim dijagramima (engl. estimation plots).
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4. REZULTATI

4.1. Morfologija perineuronskih mreza u Brodmannovim poljima 9 i 14r

Raspodjelu perineuronskih mreza u BA9 i BAl4r analizirala sam anti-NeuN bojenjem neurona u

kombinaciji s fluorescentno obiljezenim WFA koji obiljezava perineuronske mreze.

Anti-NeuN bojenje prikazuje prvenstveno tijela ziv¢anih stanica (jezgru i perikarion — citoplazmu
uokolo jezgre u podrucju tijela stanice), a gotovo sve Ziv€ane stanice u mozdanoj kori ¢ovjeka
izrazavaju NeuN kao biljeg. Za razliku od NeuN bojenja, WFA bojenjem prikazuju se PNN-ovi
koji su smjesteni uokolo tijela ziv¢anih stanica i pocetnih dijelova njihovih stani¢nih nastavaka

(dendrita i aksona).

Budu¢i da PNN-ovi prate obrise stanice, njihova osnovna morfologija odgovarala je morfologiji
stanica koje okruzuju. Kvalitativnom analizom utvrdila sam da je ve¢ina WFA* PNN-ova bila
smjestena uokolo dva morfoloska tipa zivcanih stanica — piramidalnih stanica i nepiramidalnih

stanica okruglog stani¢nog tijela (Slika 4.1.).

PNN-ovi smjesteni uokolo piramidalnih stanica okruzuju tijelo stanice i pocetne dijelove stani¢nih
nastavaka, ali u podruéju stani¢nih nastavaka ne dosezu do razine njihova prvog grananja (Slika
4.1.-A).

PNN-ovi smjeSteni uokolo nepiramidalnih stanica okrugla stani¢nog tijela ponekad pak dosezu do
razine prvog grananja stani¢nih nastavaka te stoga prate morfologiju dendritickog stabla

nepiramidalnih stanica (Slika 4.1.-B).

Kvalitativnom analizom nisam utvrdila razlike u osnovnoj morfologiji PNN-ova izmedu

Brodmannovih polja 9 i 14r.
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NeuN + WFA

Slika 4.1. Konfokalna snimka NeuN* stanica te WFA* PNN-ova. Crvenom bojom prikazane su
piramidalne (A) i nepiramidalne (B) NeuN* stanice, a zelenom bojom prikazani su PNN-ovi koji ih
okruzuju. Takoder su vidljive i NeuN™ stanice koje nisu okruzene perineuronskim mrezama. Mjerka za sve

slike: 10 um.
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4.2. Raspodjela perineuronskih mreza u Brodmannovim poljima 9 i 14r

Kvantifikacijom NeuN" neurona i WFA"™ PNN-ova u oba Brodmannovom polju izraéunala sam
udio PNN-ova u odnosu na ukupan broj neurona. Prosjecan udio PNN-ova u ukupnom broju
neurona iznosio je 6,35 % u BA9 te 5,65 % u BAL4r. Rezultati statistiCke analize pokazali su da
ne postoji statisticki znacajna razlika u ukupnom udjelu PNN-ova izmedu BA9 i BAl4r (P =
0,3282; upareni t-test) (Slika 4.1.).

Udio WFA u ukupnom
broju NeuN" neurona
i
o
B)I|ZE] BUIPSIS BYII}OWLIY

| 1 1
BA9 BA14r BA14r

BA9

Slika 4.2. Procjenski dijagrami usporedbe udjela WFA* PNN-ova u ukupnom broju neurona izmedu BA9
i BAl4r. Lijevi dio dijagrama prikazuje vrijednosti udjela za svaki pojedini mozak za BA9 (plave tocke) i
za BA14r (ruzicaste tocke). Crte povezuju plave i ruzicaste tocke iz istog mozga. Desni dio dijagrama
prikazuje aritmeti¢ku sredinu razlike izmedu vrijednosti u dvama Brodmannovim poljima s 95 %-tnim CI.

Razlika je statisticki znacajna ako CI ne obuhvaca vrijednost 0 (prikazana isprekidanom crtom).

Kvalitativnom analizom utvrdila sam da su WFA* PNN-ovi u oba analizirana Brodmannova polja
bili manje zastupljeni u slojevima Il i VI, a vise u slojevima Ill, IV i V. U sloju | su WFA* PNN-

ovi bili tek sporadi¢no prisutni. (Slika 4.3. i Slika 4.4.).
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NeuN WFA NeuN + WFA

Slika 4.3. Konfokalna snimka histoloskih rezova dvostruko obiljezenih imunofluorescencijom. Prikazani
su slojevi mozdane kore u Brodmannovom polju 9. Crvenom bojom prikazane su NeuN* stranice, a zelenom
bojom WFA™ PNN-ovi. Mjerka: 200 um.
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NeuN WFA NeuN + WFA

Slika 4.4. Konfokalna snimka histoloskih rezova dvostruko obiljezenih imunofluorescencijom. Prikazani
su slojevi mozdane kore u Brodmannovom polju 14r. Crvenom bojom prikazane su NeuN™ stranice, a
zelenom bojom WFA* PNN-ovi. Mjerka: 200 pm.

Kvantitativnom analizom utvrdila sam udjele WFA™ PNN-ova u ukupnom broju ziv¢anih stanica
po slojevima te sam time potvrdila nalaz kvalitativne analize (Slika 4.5.). Prosje¢an udio WFA™
PNN-ova u sloju I iznosio je 0,11% u BA9i 0,47 % u BA14r, u sloju 11 1,30 % u BA9i 1,74 % u
BAL4r, u sloju 111 10,58 % u BA9 i 8,62 % u BAL4r, u sloju IV 5,65 % u BA9 i 6,63 % u BAl4r,
uslojuV 7,41 % u BA9i 6,63 % u BAl4r te sloju VI 2,98 % u BA9 i 3,24 % u BAl4r.
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Takoder, kvantitativnom analizom utvrdila sam i gustoéu WFA™ PNN-ova po povrSini podruéja

brojanja u milimetrima kvadratnim(Slika 4.5.).
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Slika 4.5. Tockasti dijagram rasprsenja koji prikazuje: (A) raspodjelu udjela WFA* PNN-ova u ukupnom
broju neurona te (B) gustocu WFA*" PNN-ova po slojevima. Pojedina¢ne to¢ke predstavljaju prosjecne
vrijednosti za pojedini analizirani mozak. Plavom bojom oznacene su vrijednosti za Brodmannovo polje 9,
a ruzi¢astom bojom vrijednosti za Brodmannovo polje 14r. Dugackom horizontalnom crtom prikazana je

aritmetic¢ka sredina.
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WFA* PNN-ovi su u obje regije najgusée rasporedeni u slojevima III (222,5 WFA* PNN/mm? za
BA9 i 124,8 PNN/mm? za BA14r), IV (201,2 PNN/mm? za BA9 i 165,8 PNN/mm? za BA14r) i V
(165,9 PNN/ mm? za BA9 i 124,4 PNN/mm? za BA14r), a manje u slojevima | (0,7 PNN/mm? za
BA9 i 2,0 PNN/mm? za BA14r) , 11 (36,7 PNN/mm? za BA9 i 36,6 PNN/mm? za BA14r) i VI (43,5
PNN/mm? za BA9 i 30,0 PNN/mm? za BA14r).

Osim ukupnog udjela WFA™ PNN-ova, usporedila sam i udio PNN-ova u pojedinim slojevima
izmedu BA9 1 BA14r. Analiza je pokazala da nema statisticki znacajne razlike po slojevima izmedu
regija (P = 0,1841 zasloj I, P = 0,2589 za sloj 11, P = 0,2250 za sloj I11, P = 0,4499 za sloj IV, P =
0,4271 zasloj V, P =0,6917 za sloj VI; upareni t-test) (Slika 4.6.).
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Slika 4.6. Procjenski dijagrami usporedbe udjela WFA u ukupnom broju neurona po slojevima izmedu
BA9 i BA14r. Lijevi dio dijagrama prikazuje vrijednosti udjela za svaki pojedini mozak za BA9 (plave
tocke) i za BAl4r (ruZiGaste tocke). Crte povezuju plave i ruziCaste toCke iz istog mozga. Desni dio
dijagrama prikazuje aritmeticku sredinu razlike izmedu vrijednosti u dvama Brodmannovim poljima s
95 %-tnim CI. Razlika je statisticki znacajna ako CI ne obuhvaca vrijednost 0 (prikazana isprekidanom

crtom).
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Unutar samih regija analizirala sam i usporedila udio WFA* PNN-ova izmedu supragranularnih (I
— 1) i infragranularnih (V i VI) slojeva. U BA9 prosjean ukupan udio WFA™ PNN-ova u
supragranularnim slojevima iznosio je 7,35 %, a u infragranularnim slojevima 5,10 %. StatisticCkom
analizom ustanovila sam da ne postoji statisticki znaajna razlika izmedu supragranularnih i
infragranularnih slojeva u BA9 (P=0,0698; upareni t-test). U BA14r prosje¢an ukupan udio WFA”™
PNN-ova u supragranularnim slojevima iznosio je 5,92 %, a u infragranularnim slojevima 5,10 %.
Statisticka analiza takoder je pokazala da ne postoji zna¢ajna razlika izmedu supragranularnih i

infragranularnih slojeva (P = 0,2797; upareni t-test) (Slika 4.6.).
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Slika 4.7. Procjenski dijagrami usporedbe udjela WFA* PNN-ova u ukupnom broju neurona izmedu
supragranularnih (SG) i infragranularnih slojeva (IG) u Brodmannovom polju 9 i 14r. Lijevi dio dijagrama
prikazuje vrijednosti udjela za svaki pojedini mozak za SG slojeve (plave tocke) i za |G slojeve (ruZiGaste
tocke). Crte povezuju plave i ruzicaste tocke iz istog mozga. Desni dio dijagrama prikazuje aritmeticku
sredinu razlike izmedu vrijednosti u dvama Brodmannovim poljima s 95 %-tnim CI. Razlika je statisticki

znacajna ako CI ne obuhvaca vrijednost 0 (prikazana isprekidanom crtom).
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4.3. Koekspresija perineuronskih mreza i biljega interneurona parvalbumina

Osim bojenja u kojem su kombinirani anti-NeuN protutijelo i WFA, provela sam i
imunohistokemijsko bojenje u kojem su kombinirani anti-PV primarno protutijelo koje predstavlja
biljeg za PV* neurone te biljeg za PNN-ove (WFA). Imunohistokemijski sam obojila rezove koji
su bili susjedni rezovima obojeni NeuN i WFA biljezima. Kvantifikacijom tih susjednih rezova

izraGunala sam udio PV™" neurona i WFA u ukupnom broju neurona te udio njihove koekspresije.

Zarazliku od anti-NeuN bojenja, anti-PV bojenje karakterizira da se osim tijela detaljno prikazuju
1 stani¢ni nastavci (dendriti 1 aksoni). PNN-0ove sam ponovo prepoznavala kao rasprSene mreze
uokolo tijela stanica i takoder su poprimali oblik tijela te pratili pocetne dijelove stani¢nih

nastavaka (Slika 4.8.).

PV WFA PV + WFA

Slika 4.8. Konfokalna snimka PV* stanica (crveno) i WFA* PNN-a (zeleno). Vidljivo je da su osim tijela
stanica obojeni i dendriti. Vidljivo je da se WFA* PNN-ovi nalaze samo uokolo specifiénih PV* neurona, a

ne uokolo ¢itave populacije PV* interneurona. Mjerka za sve slike: 20 pm.

Bojenjem isklju¢ivo PV* neurona i WFA™ PNN-ova nisam mogla odjeljivati slojeve u BA9 i
BAIl4r, zbog Cega su koriStene konture susjednih rezova koristenih za bojenje NeuN™ neurona i
WFA" PNN-ova. PV* neurona bilo je znatno manje u odnosu na NeuN™ neurona u svim slojevima
u oba Brodmannova polja. WFA" PNN-ovi su ponovo u oba polja bili najzatupljeniji u sloju Ill, a
najmanje u slojevima I i 1l (Slika 4.9. i Slika 4.10.). U analizi sam prou¢avala odnos PV* neurona

i WFA" PNN-ova te stupanj njihove koekspresije,
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WFA PV + WFA

Slika 4.9. Konfokalna snimka PV* neurona i WFA* PNN-ova. Prikazano je Brodmannovo polje 9 gdje su
crvenom bojom prikazani PV* neuroni, a zelenom bojom WFA" PNN-ovi. Vidljivo je intenzivno bojenje

PV™ ziv€anih vlakana u slojevima III, IV 1 V. Mjerka: 200 um.
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WFA PV + WFA

Slika 4.10. Konfokalna slika PV* neurona i WFA™ PNN-ova. Prikazano je Brodmannovo polje 14r gdje
su crvenom bojom prikazani PV* neuroni, a zelenom bojom WFA* PNN-ovi. Vidljivo je intenzivno
bojenje PV* Ziv€anih vlakana u slojevima III, IV i gornjem dijelu sloja V te u gornjem dijelu sloja VI.

Mjerka: 200 um.

U sloju | u oba Brodmannova polja bili su prisutni samo sporadi¢ni PV* neuroni koji nisu bili
okruzeni PNN-ovima (Tablica 4.1.). Tijekom analize dvostruko obiljezenih PV/WFA rezova nisam
pronasla WFA™ PNN-ove u sloju | (Tablica 4.2.).
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Tablica 4.1. Udio PV" neurona (u %) koji nisu okruzeni WFA" PNN-ovima u ukupnom broju

neurona u Brodmannovim poljima 9 i 14r.

BA9 BAl4r
. . Aritmeticka .. Aritmeticka ..
Sloj moZdane kore sredina + SD Medijan sredina + SD Medijan

I 0,38 +0,51 0,00 0,91+0,71 0,79
1 2,14 £ 0,94 1,85 3,30 £0,95 3,19
i 3,37+0,78 3,08 3,94+ 1,59 3,82
\Y] 3,19+0,93 3,20 3,33+1,01 3,36
V 2,97 £0,94 2,81 3,51+0,44 3,38
VI 1,19+ 0,40 1,21 2,66+144 1,84
f’l‘fﬂrl";‘gra”“'am' slojevi 2,83+ 0,82 2,74 3,46 +1,20 3,51
Infragranularni slojevi
(V-VI) 2,17 +£0,37 2,13 3,09 +0,59 3,10
Ukupno (I-VI) 2,64 + 0,53 2,38 3,33+0,82 3,13

Tablica 4.2. Udio WFA* PNN-ova (u %) koji ne okruzuje PV* neurone u ukupnom broju neurona

u Brodmannovima poljima 9 i 14r.

BA9 BAl4r
. . Aritmeticka . Aritmeticka .

Sloj moZdane kore sredina + SD Medijan sredina + SD Medijan
| 0,00 0,00 0,00 0,00
I 1,10 £0,42 0,92 0,47 £ 0,44 0,37
1l 482+1,51 4,08 4,57 + 1,94 4,36
v 1,36 £ 0,61 1,21 1,52 +0,79 1,46
v 3,17 0,36 3,21 3,52+0,70 3,78
VI 1,00 + 0,30 0,88 2,00 + 0,94 1,55
(SIL_”IOIT)igra”“'am' slojevi 3,46 + 0,96 3,27 3,03+ 1,45 2,76
Infragranularni slojevi 2,09 % 0,35 2,04 2,85+0,71 2,45

(V-VI)

Ukupno (1-V1) 2,71% 0,62 2,63 2,79+0,88 2,56
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U sloju Il u oba Brodmannova polja ukupni udio PV* neurona u ukupnom broju neurona bio je
vedi nego ukupni udio WFA" PNN-ova. Otprilike podjednak udio stanica u ukupnom broju
neurona, koje su eskprimirale PV ili WFA u sloju Il, koekspimirao je PV i WFA u oba polja, 14,80
% u BA9 te 13,35% u BA14r (Slika 4.11.). Medutim, detaljnija analiza relativnih udjela ukazala je
i na odredene razlike izmedu ovih Brodmannovih polja. U BA9, svega 30,01 % PV™ neurona bilo
je okruzeno WFA™ PNN-ovima. S druge strane, ¢ak 43,98 % WFA" PNN-ova bilo je smjesteno
uokolo PV* neurona. U BA14r je pak svega 20,00 % PV neurona bilo okruzeno PNN-ovima, dok
je ¢ak 52,89 % WFA" PNN-ova bilo smjesteno uokolo PV* neurona (Tablica 4.3. i Tablica 4.4.).

A
/3 51.64% PV 3 65.82% PV
El 14.80% PV+WFA El 13.35% PV+WFA
B 33.56% WFA B 20.83% WFA

Slika 4.11. Prikaz udjela PV* interneurona i WFA™ PNN-ova te njihove koekspresije od stanica u
ukupnom broju neurona koje su izrazavale bilo PV bilo WFA u sloju Il u (A) BA9 i (B) BAl4r.

U sloju Il u oba Brodmannova polja ukupni udio WFA* PNN-ova u ukupnom broju neurona veéi
je nego ukupni udio PV* neurona. Od stanica u ukupnom broju neurona koje su izrazavale PV ili
WEFA, 21,07 % ih je koeksprimiralo PV i WFA u BA9 te 20,39 % u BA14r (Slika 4.12 U BA9
58,29 % PV™ neurona je bilo okruzeno WFA™ PNN-ovima, a 49,92 % WFA" PNN-ova bilo je
smjeSteno uokolo PV* neurona. U BA14r, 53,40 % PV neurona je bilo okruzeno WFA™ PNN-
ovima, dok je 49,96 % WFA* PNN-ova smjesteno uokolo PV* neurona (Tablica 4.3. i Tablica
4.4).
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0 36.21% PV 3 38.37% PV
B 21.07% PV+WFA B 20.39% PV+WFA
B 42.72% WFA B 41.24% WFA

Slika 4.12. Prikaz udjela PV* interneurona i WFA® PNN-ova te njihove koekspresije od stanica u
ukupnom broju neurona koje su izrazavale bilo PV bilo WFA u sloju 11l u (A) BA9 i (B) BA14r.

U sloju IV u oba Brodmannova polja ukupni je udio PV* neurona i WFA™ PNN-ova u ukupnom
broju neurona bio podjednak. Udio koekspresije PV i WFA, od stanica u ukupnom broju neurona
koje su eskprimirale PV ili WFA, bio otprilike podjednak u oba Brodmannova polja, kao i u
prethodna dva sloja, te je iznosio 24,02 % u BA9 i 22,53 % u BA14r (Slika 4.13.) .) U odnosu na
ostale slojeve sloj IV imao je najveci udio koekspresije PV 1 WFA u oba Brodmannova polja. U
BAY, 55,06 % PV* neurona hilo je okruzeno WFA* PNN-ovima. S druge strane ¢ak je 74,19 %
WFA* PNN-ova okruzivalo PV* neurone. U BA14r, 49,89 % PV* neurona bilo je okruzeno WFA®
PNN-ovima. Sli¢no kao i u BA9, ve¢ina WFA* PNN-ova nalazila se uokolo PV* neurona, ¢ak
67,44 %. U c&etvrtom sloju je, u odnosu na ostale slojeve, najve¢i postotak WFA* PNN-ova
okruzivao PV™ neurone (Tablica 4.3. i Tablica 4.4.).

A B

3 43.61% PV O 44.79% PV

Bl 24.02% PV+WFA B 22.53% PV+WFA
B 32.37% WFA B 32.69% WFA

Slika 4.13. Prikaz udjela PV* interneurona i WFA™ PNN-ova te njihove koekspresije od stanica u
ukupnom broju neurona koje su izrazavale bilo PV bilo WFA u sloju IV u (A) BA9 i (B) BAl4r.
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U sloju V u oba Brodmannova polja udio PVV* neurona i WFA" PNN-ova u ukupnom broju neurona
bio je podjednak. Udio koekspresije, od stanica u ukupnom broju neurona koje su eskprimirale PV
ili WFA, bio je takoder podjednak u oba polja te je iznosio 22,16 % u BA9, a 20,76 % u BA14r
(Slika 4.14.). U BA9, 57,73 % ukupnog udjela PV* neurona bilo je okruzeno WFA* PNN-ovima,
a 56,02 % ukupnog udjela WFA™ PNN-ova okruzivalo je PV* neurone. U BA14r, 52,01 % ukupnog
udjela PV" neurona bilo je okruzeno WFA"™ PNN-ovima, a 52,17 % ukupnog udjela WFA"™ PNN-

ova okruzivalo je PV* neurone (Tablica 4.3. i Tablica 4.4.).

A = 38.37% PV B 3 39.59% PV

Bl 22.16% PV+WFA El 20.76% PV+WFA
mEm 39.47% WFA B 39.64% WFA

Slika 4.14. Prikaz udjela PV* interneurona i WFA™ PNN-ova te njihove koekspresije od stanica u
ukupnom broju neurona koje su izrazavale bilo PV bilo WFA u sloju V u (A) BA9 i (B) BAl4r.

U sloju VI, u oba Brodmannova polja udio PV* neurona bio je nesto veéi u odnosu na udio WFA”*
PNN-ova u ukupnom broju neurona, s time da je razlika u BA14r bila malo izrazajnija. Udio
koekspresije, od stanica u ukupnom broju neurona koje su eskprimirale PV ili WFA, bio je veci u
BA9 gdje je iznosio 23,94 % dok je u BA14r iznosio svega 19,65 % (Slika 4.15.). Sukladno tome,
u BA9, 60,79 % ukupnog udjela PV* neurona bilo je okruzeno WFA* PNN-ovima, a 64,47 %
ukupnog udjela WFA* PNN-ova okruzivalo je PV* neurone, $to je vise nego u BA14r. U BA14r
je samo 46,21 % ukupnog udjela PV* neurona bilo je okruzeno WFA* PNN-ovima, a 52,57 %
ukupnog udjela WFA™ PNN-ova okruzivalo je PV* neurone (Tablica 4.3. i Tablica 4.4.).
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A 3 39.25% PV B 3 43.08% PV

EE 23.94% PV+WFA B 19.65% PV+WFA
B 36.81% WFA B 37.27% WFA

Slika 4.15. Prikaz udjela PV* interneurona i WFA®™ PNN-ova te njihove koekspresije od stanica u
ukupnom broju neurona koje su izrazavale bilo PV bilo WFA u sloju VI u (A) BA9 i (B) BAl4r.

Unutar Brodmannovih polja 9 i 14r usporedivala sam udjele PV* neurona i WFA™ PNN-ova te
njihove koekspresije izmedu supragranularnih i infragranularnih slojeva. U obje regije naiSla sam
na gotovo podjednaku zastupljenost PV* neurona, WFA* PNN-ova i njihovih koekspresija u

supragranularnim i infragranularnim slojevima (Slika 4.16.).

A B

3 37.83% PV 3 38.89% PV
B 20.48% PV+WFA B 22.81% PV+WFA
B 41.69% WFA B3 38.30% WFA

3 41.70% PV 3 40.56% PV
Bl 19.43% PV+WFA Hl 20.44% PV+WFA
EH 38.87% WFA B 39.00% WFA

Slika 4.16. Prikaz udjela PV* interneurona i WFA* PNN-ova te njihove koekspresije od stanica u ukupnom
broju neurona koje su izrazavale bilo PV bilo WFA u supragranularnim (A) i infragranularnim (B) slojevima

BAO9, te supragranularnim (C) i infragranularnim (D) slojevima BA14r.
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Osim po pojedinim slojevima, analizirala sam i ukupnu koekspresiju PV* neurona i WFA* PNN-

ova u oba Brodmannova polja.

U BAOY, prosje¢no je 55,21 % ukupnih PV™ interneurona bilo okruzeno WFA* PNN-ovima, dok je
u BA14r taj udio bio ne$to malo manji — u toj regiji je prosjecno 47,96 % PV™ interneurona bilo
okruzeno WFA™ PNN-ovima (Tablica 4.3., Tablica 4.4.).

Sli¢ne podatke utvrdila sam i za udjele WFA™ PNN-ova koji okruzuju PV* neurone. U BAOY,
prosjeéno je 54,63 % WFA® PNN-ova okruzivalo PV neurone, dok se 4537 %
WFA* PNN-ova nalazilo uokolo stanica koje nisu izrazavale PV. U BA14r su ovi udjeli bili vrlo
sliéni — prosjeéno je 52,72% WFA" PNN-ova okruzivalo PV® neurone, dok se
47,28 % WFA" PNN-ova nalazilo uokolo stanica koje nisu izrazavale PV (Tablica 4.3., Tablica
4.4.).

Tablica 4.3. Udio PV* neurona (u %) koji su okruzeni WFA™ PNN-ovima u ukupnom broju PV*

neurona u Brodmannovim poljima 9 i 14r.

BA9 BAl4r
. v Aritmeticka . Aritmeticka .
Sloj moZdane Kore sredina + SD Medijan sredina + SD Medijan
| 0,00 0,00 0,00 0,00
I 30,01+ 11,41 33,33 20,00 + 13,59 25,00
10 58,29 + 4,66 60,64 53,40 + 10,24 56,70
v 55,06 + 8,43 53,57 49,89 + 11,70 50,00
v 57,73 + 8,48 60,00 52,01 + 5,94 52,83
VI 60,79 % 13,59 59,26 46,21 + 14,07 38,89
E‘fﬂrl‘;‘gra”“'am' slojevi 54,46 + 6,15 57,55 46,67 + 10,25 46,61
Infragranularni slojevi 58,28 + 8,66 62,50 49,92 + 5,63 48,84
(V-VI)
Ukupno (1-V1) 55,21 + 4,21 55,79 47,96 + 7,35 48,77
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Tablica 4.4. Udio WFA" PNN-ova (u %) koje okuzuju PV* neurone u ukupnom udjelu WFA"

PNN-ova u Brodmannovim poljima 9 i 14r.

BA9 BAL4r
. . Aritmeticka . Aritmeticka .
Sloj mozdane kore sredina + SD Medijan sredina + SD Medijan

| 0,00 0,00 0,00 0,00
I 43,98 + 14,68 44,44 52,89 + 32,70 66,67
10 49,92 + 8,16 49,57 49,96 + 9,53 50,33
v 74,19+ 9,75 77,27 67,44 + 17,30 64,29
v 56,02 + 6,84 52,94 52,17 % 7,02 54,69
VI 64,47 + 9,51 66,67 52,57 + 9,93 58,06
(Sllfﬂrl‘;‘gra”“'am' slojevi 49,44 + 6,71 49,19 51,19 + 9,04 50,00
Infragranularni slojevi 59,24 + 7,11 62,50 52,20 + 8,05 55,79
(V-VI)

Ukupno (1-V1) 54,63 + 4,82 55,79 52,72 + 5,87 53,51
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5. RASPRAVA

U ovom istrazivanju napravila sam detaljnu kvantifikaciju PNN-ova u Brodmannovim poljima 9 i
14r prefrontalne kore mozga covjeka. Nadalje, utvrdila sam razinu koekspresije perineuronskih
mreza i parvalbumin pozitivnih interneurona u Brodmannovom polju 9 i 14r. Perineuronske mreze
vizualizirala sam pomocu aglutinina japanske glicinije, a PV* interneurone pomoc¢u anti-PV
protutijela, kvantificirala ih te napravila usporedbe ukupnih udjela i udjela po slojevima izmedu

dvaju analiziranih Brodmannovih polja.

Prethodna istraZivanja ukazala su da PNN-ovi u razli¢itim dijelovima SZS-a vjerojatno okruzuju
samo odredene subpopulacije ziv€anih stanica. U mozdanoj kori, PNN-ovi najve¢im dijelom
okruzuju GABA-ergicke interneurone, 0d kojih veéina izrazava parvalbumin, §to je u skladu s
ulogom PNN-ova u odrzavanju i zastiti energetski u¢inkovitog i brzog prijenosa informacija. Osim
GABA-ergi¢kih interneurona uo¢eno je da PNN-ovi manjim dijelom okruzuju i piramidalne
neurone (Hartig i sur., 1999; Beebe i sur., 2016). U skladu s pretpostavkom da PNN-ovi okruzuju
samo odredene subpopulacije neurona, u ovom istrazivanju pokazala sam da njihova brojnost u
odnosu na ukupan broj neurona u oba analizirana Brodmannova polja nije bila velika. Mueller i
sur. (2016.) proucavali su mozdanu koru rezus majmuna (Macaca mulatta) te Stakora i uocili su da
je postotak PNN-ova u ukupnom broju neurona manji od 10 % u svim regijama mozdane kore.
Udio PNN-ova dobiven u ovom istrazivanju na ljudskoj mozdanoj kori takoder je bio manji od 10

% u oba Brodmannova polja u svim analiziranim mozgovima.

U oba Brodmannova polja pronasla sam ve¢i udio PNN-ova u slojevima Ill, IV i V nego u ostalim
slojevima. Pritom je najveci udio PNN-ova bio u sloju III, ne$to manji u slojevima IV i V, a
najmanji u slojevima Il i VI, $to je u skladu dosadasnjim istrazivanjima (Hylin i sur., 2013; Mauney
i sur., 2013; Enwright i sur., 2016). U tim istrazivanjima evidentirano je da ne postoje PNN-ovi u
sloju I, dok je u ovom istrazivanju utvrdena sporadi¢na prisutnost WFA™ PNN-ova u sloju 1.
Enwright i sur. (2016.) te Mauney i sur. (2013.) proucavali BA9 u postmortalnom tkivu mozdane
kore Covjeka te je u oba istrazivanja koristen WFA za vizualizaciju PNN-ova. Jedan od razloga
zbog kojeg se rezultati razlikuju u sloju | izmedu ovog i prijasnjih istrazivanja moze biti razlika u
postmortalnom vremenu koje je proslo do istrazivanja. Postmortalni interval tkiva koriStenog u
ovom istrazivanju bio je puno kraci te je iznosio 7,75 + 2,36 sati, dok je u istrazivanju koje su

proveli Enwright i sur. (2016.) iznosio 13,1 + 6,2 sati, a u istrazivanju koje su proveli Mauney i
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sur. (2013.) 18,9 + 6,1 i 27,4 = 4,5 sati. Takoder, postoje razlike u pripremi tkiva prije i nakon
tretiranja s otopinom WFA §to je moglo utjecati na vizualizaciju PNN-ova. Kona¢no, u ovom
istrazivanju su PNN-ovi u sloju | detektirani na dvostruko obojenim NeuN/WFA rezovima Kkoji
vjerojatno omogucuju precizniju identifikaciju njeznih PNN-ova i njihovu precizniju lokalizaciju

u to¢ne slojeve.

S obzirom na to da je u dosada$njim istraZivanjima uoceno da veéina PNN-ova okruzuje PV*

GABA-eri¢ke interneurone, utvrdila sam i razinu koeskpresije WFA" PNN-ova i PV* interneurona.

U ljudskim mozgovima koje sam Koristila za analizu udjela WFA™ PNN-ova i PV* neurona nisam
uocila WFA*PNN-ove u sloju I, $to, za razliku od rezultata dobivenih na mozgovima koji su bojani
anti-NeuN-om i WFA, sto se poklapa s prijasnjim istrazivanjima (Hylin i sur., 2013; Mauney i sur.,
2013; Enwright i sur., 2016). U njima se takoder koristilo anti-PV i WFA bojanje, pa bih i na
temelju toga mogla pretpostaviti da se WFA™ PNN-ovi u sloju | bolje uocavaju na NeuN/WFA
dvostruko obiljeZenim rezovima. PV" interneurone uocila sam pak u svim slojevima moZdane kore

u oba Brodmannova polja, iako su u sloju I bili tek sporadi¢no prisutni.

Cilj ovog istrazivanju bio je vizualizirati koekspresiju PV* interneurona i WFA" PNN-ova, no
uocila sam i PV*interneurone te WFA* PNN-ove u kojih nije bilo koeskpresije ovih dvaju biljega.
Od ukupnog udjela WFA* PNN-ova, u oba Brodmannova polja, samo malo vise od 50% WFA"
PNN-ova okruzivala je PV* neurone. Alcaide i sur. (2019.) su prou¢avaju¢i DLPFC zdrave ljudske
mozdane kore zakljucili da ¢ak oko 70% WFA" PNN-ova okruzuje PV* neurone (Alcaide i sur.,
2019). Ovakva razlika u dobivenim rezultatima moZe se objasniti razlikama u metodologiji.
Alcaide i sur. (2019.) koristili su smrznute rezove mozdanog tkiva dok sam ja koristila parafinske
rezove. Takoder, koriSteno je razli¢ito PV protutijelo, a postoji i razlika u postmortalnom intervalu
tkiva koji je u ovom istraZzivanju puno kraci. Alcaide 1 sur (2019.) proucavali su rezove samo u
jednoj ravnini dok sam ja proucavala cijelu debljinu reza i izostavili su analizu sloja II koji je imao

najmanji stupanj koekspresije u BA9 u ovom istrazivanju.

Brickner i sur. (1999.) zakljuéili su da u ostalim Brodmannovim poljima mozdane kore ¢ovjeka
PNN-ovi najvise okruzuju PV™ interneurone u slojevima I, IV, i VI. S druge strane, u sloju Il te
nesto manje u sloju V, utvrdili su da PNN-ovi vise okruzuju piramidalne stanice. U ovom
istrazivanju udio WFA* PNN-ova koji okruzuje PV* neurone u oba Brodmannova polja najve¢i je

u slojevima IV i VI. U sloju 1l u oba Brodmannova polja postotak WFA™ PNN-ova koji okruzuje
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PV* neurone je manji od 50 %. U sloju I u BA14r nesto vise od 50 % WFA™ PNN-ova okruzuje
PV* neurone, dok je taj postotak ne$to manji od 50 % u BA9. Dakle, rezultati ovog istraZivanja
upucuju na sli¢nost s rezultatima Briickner i sur. (1999.). Iako se u ovom istraZivanju nisu koristile
metode koje specifi¢no obiljezavaju piramidalne stanice, prema uocenoj morfologiji stanica koje
su okruzivali PNN-ovi moze se pretpostaviti da su PNN-ovi u pojedinim slojevima, a ponajvise u
sloju III, okruZivali i piramidalne stanice. Zbog toga je mogu¢ dobiveni manji udio WFA™ PNN-

ova koji okruzuje PV* neurone u sloju Il u odnosu na slojeve IV i VI u oba Brodmannova polja.

Nadalje, udio koekspresije WFA* PNN-ova i PV* neurona od njihovog ukupnog broja u oba
Brodmannova polja bio je najveéi u sloju IV. Ti rezultati u skladu su s rezultatima istrazivanja
kojeg su proveli Brickner i sur. (1999.) gdje je uofeno da PNN-ovi najviSe okruzuju PV™
interneurone u slojevima II, IV i VI te s rezultatima istrazivanja Alcaide i sur. (2019.) koji su uo¢ili
da PV* neuroni u DLPFC-u mozdane kore ¢ovjeka najzastupljeniji u slojevima III i IV. lako u
ovom istrazivanju nisam provela detaljnu kvantifikaciju PV neurona po slojevima, mogu
pretpostaviti da zbog najvecée zastupljenosti PV* neurona te zbog najve¢eg udjela WFA* PNN-ova
koji okruzuju PV™ neurone u sloju IV u oba Brodmannova polja slijedi i najveéi udio njihove

koekspresije u tom sloju.

Kao $to sam navela, osim samostalnih WFA* PNN-ova, u ovom istrazivanju pronasla sam i PV*
neurone koji nisu okruzeni PNN-ovima. U BA9, samo 55% PV neurona bilo je okruzeno PNN-
ovima, dok je taj postotak bio manji u BA14r i iznosio je oko 48%. Rezultat mog istrazivanja moze
upuéivati na to da postoje razli¢ite vrste PV* neurona zbog ¢ega su neki okruzeni PNN-ovima, dok
drugi nisu. Yamada i sur. (2015.) proucavajuc¢i hipokampus misjeg mozga takoder su pronasli PV*
neurone okruzene PNN-ovima te one koji nisu bili okruZeni. Oni su uo¢ili da su PV* neuroni koji
su bili intenzivnije obojeni okruzeni PNN-ovima, dok oni manje intenzivno obojeni nisu bili
okruzeni PNN-ovima. Tijekom kvantifikacije WFA* PNN-ova i PV* neurona u svom istraZivanju
uocila sam sli¢nost s prijasnjim istrazivanjem (Yamada i sur., 2015), gdje su intenzivnije obojeni
neuroni takoder Cesto bili okruzeni i WFA™ PNN-ovima, ali ovo opazanje trebalo bi dodatno

potvrditi analizom intenziteta PV i WFA bojenja koja nije radena u ovom istrazivanju.

Rezultati ovog istrazivanja nisu pokazali statistiCki znacajnu razliku u udjelu WFA™ PNN-ova
izmedu BA9 i BA14r, ali je nesto manji udio bio u BA14r u odnosu na BA9. Sto se tige razlike po

slojevima izmedu BA9 i BA14r, WFA* PNN-ovi bili su podjednako rasporedeni po slojevima u
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oba Brodmannova polja te rezultati takoder nisi ukazali na statisticki znacajnu razliku u njihovim
udjelima. PNN-ovi su u BA9 bili neSto brojniji u supragranularnim slojevima nego u
infragranularnim (zbog najvece brojnosti u sloju III), dok su u BAl4r bili podjednako brojni u
supragranularnim i infragranularnim slojevima. U oba Brodmannova polja nije postojala statisticki

znacajna razlika u brojnosti PNN-ova izmedu supragranularnih i infragranularnih slojeva.

Iako izmedu Brodmannovih polja nisam utvrdila razlike u udjelu WFA" PNN-ova u ukupnom broju
neurona, utvrdila sam odredene razlike izmedu BA9 i BA14r u koekspresiji WFA*™ PNN-ova i PV*
neurona u slojevima I1'i VI. U sloju Il utvrdila sam da je udio WFA" PNN-ova koji okruzuju PV”*
neurone u BA14r veci za 10 % u odnosu na BA9, dok je s druge strane u BA9 bio veéi udio PV*
neurona koji su bili okruzeni WFA* PNN-ovima u odnosu na BA14r. U sloju VI za udio WFA"
PNN-ova koji okruzuju PV* neurone utvrdila sam obrnuto — udio u BA9 bio je veéi za 12 % u
odnosu na BA14r, a udio PV* neurona koji su bili okruzeni WFA™ PNN-ovima bio je takoder vec¢i
u BA9 u odnosu na BAl4r. Osim toga, u tom sloju utvrdila sam i najvecu razliku u udjelu
koekspresije WFA™ PNN-ova i PV* neurona gdje je udio koekspresije bio ve¢i u BA9 u odnosu na
BAL4r.

Nakon provedenog istrazivanja mogu zakljuciti da u samom udjelu WFA™ PNN-ova u ukupnom
broju neurona ne postoji znacajna razlika izmedu BA9 i BAl4r. S druge strane, utvrdila sam
odredene razlike po slojevima u koekspresiji WFA™ PNN-ova i PV* neurona izmedu ta dva
Brodmannova polja. S obzirom na to da jo$ nije u potpunosti istrazena uloga PNN-ova i da do sada
nisu usporedivani njihovi udjeli izmedu BA9 i BA14r, razlog ovakve distribucije i koekspresije
nije moguce sa sigurnoscu utvrditi. Razlike izmedu slojeva 11 1 VI u BA9 i BA14r mogla bi biti
posljedica funkcionalnih razlika tih slojeva izmedu ovih dvaju regija, no potrebna su daljnja

istrazivanja da bi se utvrdila tocnost te pretpostavke.
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6.

ZAKLJUCCI

Hipoteza ovog istrazivanja bila je da postoje razlike u udjelu, raspodjeli po slojevima i fenotipskim

obiljezjima PNN-ova izmedu ventralnih i dorzalnih dijelova prefrontalne kore Covjeka. U

raspodjeli po slojevima i udjelu PNN-ova u ukupnom broju neurona nije pronadena razlika izmedu
BA9 i BA14. S druge strane, uo¢ene su odredene razlike izmedu BA9 i BA14r u raspodjeli PNN-

ova uokolo pojedinih subpopulacija ziv¢anih stanica.

U ovom istrazivanju utvrdila sam udio PNN-ova u ukupnom broju ziv€anih stanica u

Brodmannovim poljima 9 i 14r na temelju ¢ega sam zakljucila sljedece:

1.

Udio PNN-ova u ukupnom broju neurona manje je od 10 % u BA9 i BA14r, $to ukazuje na
to da okruzuju samo odredene subpopulacije neurona.

Ne postoji statisti¢ki znacajna razlika u ukupnom udjelu PNN-ova u ukupnom broju
neurona izmedu BA9 i BAl4r.

U ovom istrazivanju utvrdila sam i raspodjelu PNN-ova po slojevima mozdane kore u

Brodmanovim poljima 9 i 14r na temelju ¢ega sam zakljucila sljedece:

1.
2.

PNN-ovi su najbrojniji su u sloju I1l, a najmanje brojni u slojevima I i 1l.

Ne postoji statisticki znacajna razlika u udjelu PNN-ova u ukupnom broju neurona po
slojevima izmedu BA9 1 BAl4r.

Ne postoji statisti¢ki znacajna razlika u udjelima PNN-ova u ukupnom broju neurona

izmedu supragranularnih i infragranularnih slojeva u BA9 i BA14r.

U ovom istrazivanju utvrdila sam stupanj kolokalizacije PNN-ova i PV* neurona u Brodmannovim

poljima 9 i 14r na temelju ¢ega sam zakljucila sljedece:

1.

PNN-ovi uglavnom okruzuju PV* neurone, ali ne isklju¢ivo njih te ne okruzuju sve PV*
neurone.
Postoji razlika u koekspresiji WFA* PNN-ova i PV* neurona izmedu BA9 i BAl4r u

slojevima Il i V1.
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