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1.UVOD

OR&DQD NRUD SUHGVWDYOMD NRUX YHOLNRJ PR]JJD FHUH
VDVWDYOMHQX RG NRPSOHNVQR RUJDQL]JLUDQRJ 4LYpDQRJ \
HPRFLRQDOQH WH YLaAH NRJQLWLYQH IXQN RilngoKorfeksYrdstaN D 11
IRUPLUDQMHP a8HVW VORMHYD WLMHNRP SUHQDWDOQRJ UD]Y
GLMHORP PRAGDQH NRUH L SUHGVWDYOMD NOMXpQX ]QDpDM
VSRVREDQ REDYOMDWRRWDORAHNH NBGQMWWH QL JHQHWLPNLK
WUHED WRPpQR NRQWUROLUDWL UDYyDQMH SR{EELMX \LL Q®SQM |
tjekom SUHQDWDOQRJ UD]JYRMD IHRNRUWHNYVY VH VDVWRML
FLWRDUKLWHNWRQVNL L IXQNFLRQDOQR UD]JOLpLWL 6YDNL V
JOXWDPDWHUJLpNH HNVFLWDFLMVNH SLUDPLGQH QHXURQH L
(Rubenstein, 2011).

6DPD VORAHQRVW QWHRNMNR U WH MWNRP QIMMORYD SUHQDWDOQF
priviemene fetale zone kojih nema postnataln6 WLMHQND IHWDOQRJ WHOHQFHII
priviemenih fetalnih zona: VZ: ventrikularne zone, SVZ: subventrikularne zone, IZ: inteamedij
]JRQH 63 VXESODWH JRQH .3 NRUWLNDOQH SOR premengkemPD U J
SHULRGX L]VNRSRYXWHSHQR IRUPLUDWL PRAGDQD NRUD pRYN
UD]JQROLNRVW VXESRSXODFLMD Qd¥X W@eQibajlv serGijala@ Mdgu ua LY p
VWYDUDQMX SRKUDQL Rdigbaay (infdn@oiey, hitnd jedorhav@tiRnjibovu
morfologiju i prenatalni razvoj. Tijekom embrionalnog razvoja progenitorske neuroepitelne stanice
SUROLIHULUDMXLWRWHWNLP QEPREDPD D QDNRQ RGUHYHQRJ
DVLPHWULPQR 1RYRURYHQH VWDQLFH SXWXMX GR VYRMHJ NR
L NHPLMVNL GLIHUHQFLUDMX X UD]J]QRYUVQH VXERBKODFLM
SURFHVLPD VH IRUPLUD aHVW IHWDOQLK ]JRQD NRMH VH
WUDQVIRUPLUDMX WH LK QHPD X SRVWQDWDOQRM PRaGDQR
1997).

=D IRUPLUDQMH QRUPDOQH ODPRIQQEBQH RRNBQW|DNY B H N
regulacija ekspresije gena od transkripcije do nastanka proteina. Osim regulacije transkripcije, strogi
post WUDQVNULSFLMVNL PHKDQL]PL VXGMHOXMX X PHWDEROL]
alternativno procgranje, transport, stabilnost, lokalizaciju i translaciju. Pri tome, nezamjenjivu ulogu
imaju RNAYH]XMXuL SURWHLQL pLML PROHNXODUQL PHKDQL]P
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(Popovitchenko i Rasin, 2017)D QMLKRYD QHSUDYLOQD & Hebto@IvGjhiiMD P F
SRUHPHUDMD S5XEHQVWHLQ

6WRJD MH FLOM RYRJ GLSORPVNRJ UDGD SURXpPpHM M XSIUHH C
proteina HuD, kodiranogLAVL4 JHQRP X PRAGDQRM NRUL NRML VH SRN|
regulaciji posttranskrigijskih mehanizama tijekom ekspresije brojnih mMRNA molekula. Prethodno je
SRND]DQR GD JXELWDN IXQNFLMH +X' GRSULQRVL GHIHNWX C
neurona (De Boer i sur., 2014). Obrazac ekspresije RNA] XM XiHJ SURWHLED +X' X
IHWDOQLP JRQDPD X PR]JX pRYMHND MR& XYLMHN MH QHLVWL
VXU PHWRGDPD NRULAWHQLP X RYRP GLSOREMNMNERP UDG
MRNA u proliferativnim fetalnim zonama. U ovom diplomskondua koristili smo uzorke
SRVWPRUWDOQRJ IHWDOQRJ PRAGDQRJ WNLYD pRYMHND L]PH:
in situ hibridizacije utvrdili ekspresijski obrazac mMRNAELAVL4 gena, a metodom
imunofluoresencije ekspresijski obrazac RNX H] X i Xiotédina HuD u stijenci fetalnog

telencefalona.



2. TEORIJSKI DIO

21. 2VQRYQD SRGMHOD L RUJDQL]DFLMD VUHGLAQMHJ ALYpDC

OR]DN MH QDMNRPSOHNVQLML RUJDQ X OMXGVNRPBSIWLMH
ALYPDQH VLIQDOH X RVWDOH &ktéhrta OeRFSHMWsd/sEsIbPod aérifepriddd LV >
ALYPDQRJ V X ¥yatdna Derv@subn periphericunk VUHGLAQMHJ AL Y-sBRmal VXV
nervosum centrale 3HULIHUQL AbYRBIQALYRNWDPAMDQMH QDNXSLQH aLY
JDQJOLML GRN VUHGLAQML ALYpPDQL V Xwoapbatonp L QNHU B @ MMl QN
PR &G méddlla spinalis /XEDQMD L NUDOMHAQLFD pLQH pYUVWL NRAV
koe VH QDOD]L XQXWDU RNORSD RG RVWDWND WLMHOD WH
OXEDQMVNRM SUD]QLQL QDOD]L PR]JDN GRN VH XQXWDU &aXxs$s
PRAGLQD OR]DN VH WLPH VDVWRM truft@ aNddphatchsMetikogomoBgR & G D Q
(cerebrum i malog mozgaderebellun). Unutar tri strukturne podjedinice, veliki mozak se sastoji od
GYD GLMHOD P D @éncéphajon P RyjDjNmozak felencephalon aWR REOLNXMH
PRAGDQH BamdphidiNddrebri 3RYUALQX YHOLNRJ P RijbstanRaEgBsB H V L
NRMD SULWRP pLQ lcorfer éeebilQ dok N Uijla tvar siibstantia albj nalazi u
XQXWUDAQMRVWL .RPSOHNVQRVW YHOLNRJ L PDORORNRBERYL
(sulci), pukotine fissurag i vijuge @yri SUL pHPX SXNRWLQH IobD] G YUDHEBOQMXL
(lobuli PR]JD -XGDa L .RVWRYLU

22. *UDyYyD L UDJQROLNRVW A4LYpDQLK VWDQLFD VUHGL&EQMH
2.2.1.Neuroni

646 VMW®ML RG GYLMH JODYQH YUVWH VWDQLFD &aLYpDQ
MH RVQRYQD L VWUXNWXUQD IXQNFLRQDOQD MHGLQLFD PR]J
VLIQDOH WM ALYPDQH LPSXOVH QI GIKX YAV RE KPR GR SXOW B8 UXL
stanica u organizmu. Neuron se sastoji od tijela zvammga NRMH XNOMXpXMH MH]JUX
RNUXAXMX MH GHQGU bRabn. AksGrXabavij@ ek Bvijnica, a na pojedinim
mjestima ovojnica e LVSUHNLGDQD pLQHUL 5DQYLHURYD VXAHQMD N
DNFLMVNRJ SRWHQFLMDOD $NVRQVNL ]JDYUAHFL SUHVLQDSWI|



VLQDSVL QD SRVWVLQDSWLpPNL QHXURQ L O L-fubkéiXnhki $bjO M Q X
RGQRVQR PMHVWR LQWHUDNFLMH L]JPHYyX QHXURQD L]PHYX NR
1997).

%XGXuL GD REDYOMDMX NRPSOHNVQH IXQNFLMH QHXU
biokemijskim svojstvima od ostalih stanica. Neurotddl sGLMHOH SUHPD EURMX VWD
XQLSRODUQH ELSRODUQH L PXOWLSRODUQH QHXURQH 8QL
ELSRODUQL QHXURQL LPDMX GYD VXSURWQR XVPMHUHQD VW
nekoliko dendrtaiMHGDQ DNVRQ WH pLQH YHULQX VWDQLFD 646 2VL
QHXURQL VH UD]JOLNXMX L X GXaLQL L SURMHNFLML DNVRQD 2
LPDMX NUDWNH DNVRQH ORNDOQL QHXUBRIH [BGNRWR § BIRMNMR A
SULMHQRYV ALYpDQRJ LPSXOVD L] MHGQRJ PRAGDQRJ SRGUX}|
ALYPDQRJ LPSXOVD UD]JOLNXMX VH HIHUHQWQL SURMHNFLM\
eferentnog aksona, te aferentni aksonigiBENFLMVNLK QHXURQD NRML GRQRVH
SURMHNFLMVNH QHXURQH VSDGDMX SLUDPLGQL QHXURQL PR?Z
PRWRULpPpNLK SXWHYD 1HXURQL VH WDNRyYyHU GLMHOHIl,L SR Y
VUHGQMH YHOLNL YHOLNL L GLYRYVNL GRN REOLN VDPRJ WL
neuroni), izduljeno (vretenasti neuroni), poput nepravilnin mnogokuta (poligonalni neuroni) i
WURNXWDVWR SLUDPLGQL @IHMXVRRIMN HAWVWRUXE WX P H FQ MXRUDRIKI
(nucleus, slojeve faminag), koru cortex L V Weobiingdd 3ULWRP EL MH]JUD R]QDp|
QHXURQD NRML LPDMX LVWD FLWROR&GND VYRMVWYD GRN RG!
iznDG GUXJRJD pLPH LJJUDYyXMX VLYX WYDU NRMD REDYLMD YF
LPDMX YL&H ]QDpHQMD D SUL RSLVX XVWURMVWYD PRaGDQ
SRVWDYOMHQ UDGLMDOQR X RGQRVKUQD SLMDOQX SRYU&aLQX

2.2.2.Glija stanice

2VLP QHXURQD 646 L 346 QD VWDQLPQRM UD]JLQL L]JUDYVXI
VH QDOD]H JOLMD VWDQLFH LPDMX YLAHVWUXNH IXQNFLMH St
da im osiguravaju pt¢ UHEQX NRQFHQWUDFLMX LRQD L QHXURWUDQVP]|
VXGMHOXMX X IRUPLUDQMX PLMHOLQVNLK RYRMQLFD RNR O
LPSXOVD -XGD& L .RVWRYLI “HVVHQ * @hjVtrjske D Q L F |
NDQDOH XURQMHQH X VWDQLpPpQX PHPEUDQX DOL LPDMX NDOI
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DNVRQD WH SUHPD WRPH QH PRJX SURYRGLWL 4LYpDQH LPSX:
koja se razvija tijekom embrionalnog razvdiggl HNWRGHUPD D REXKYDUD DVWUREF
PLNURJOLMX NRMD VH WLMHNRP IHWDOQRJ aLYRWD UD]YLMD |
RYRMQLFX NRMD RYLMD DNVRQ 646 GRN DVWURFLWL R@&UADYLC
WHNXULQH PRAGDQRJ WNLYD WH VLQWHWL]LUDMX SUHWHpX
DVWURFLWL RGUAPROGIXQUX H P WXMNMWKQRQHPRIXUDYDMXUL QHA
GRN QHNL WYRUH pYUVWX YH]X VWLJFNQDSSWVMIMHQ R ¥ JXIO1LQDWD
-HVVHQ 1IDGDOMH X 3a6 SRVWRMH 6FKZDQQRYH L VD
OLMHOLQL]JLUDMXuUH 6FKZDQQRYH VWDQLFH VWYDUDMX RPRWL
IXQNFLML WVQMWoLPHO DWW URDM X PHKDQLPNX L PHWDEROLPNX IXC

23. 5D]YRM PRAGDQH NRUH WLMHNRP SUHQDWDOQRJ UD]GREC

2.3.1.Histogenetski procesi i privremene fetalne zone

.DNR EL VH DQDOL]LUDR UD]YRM SDRPMB QNHR MV B R R WXULDHY L
ODPLQDUQR L UHJLRQDOQR IRUPLUDQMH XVWURMVWYD PRAG
ELRORANH PHWRGH QD SRVWPRUWDOQLP KXPDQLP X]J]RUFLPD
X]RUFLPD .RVWRYLU/LMKGB® L WMHGQD HPEULRJHQH]H L
SURFHVLPD PLWR]JH QDVWDMH VORM QHGLIHUHQFLUDQLK VWX:
8]GLIDQMHP ODWHUDOQLK UXERYD QHXUDO QM  OFHH X X YWD
ODWHUDOQLK QDERUD GROD]L GR SULPLFDQMD VUHGLaAQMRM
FLMHY WLMHNRP HPEULRQDOQRJ L IHWDOQRJ UD]J]GREOMD SU
YHOLPLQH SURPMH@¥X KEXXMWIWDE SWRRPIMDYH VWLMHQNH QHXU!
VWUXNWXUD 3RQHNL GLMHORYL QHXUDOQH FLMHYL VDGUAH
RELOMHaMD 3UHQDWDOQL UD]JYRM QHXUDOQH FLMdtavila WLPF
KLVWRORAND JUDYD 646 ]YDQLK KLVWRJHQHWVNL SURFHVL
uzrokuju pojavu pregiba na nekim mjestima gdje se spajanjem nekih od pregiba formiraju primarni i
VHNXQGDUQL PRAGDQL PMHKXULQD BIRIGMMIOD IRIGWIWQ R/L RIRHJIILC
PMHKXULUL QDVWDMX SURALUHQMHP SUHG QM Hodosandéphadn N D X C
(prednji mozak),mesencephalogsrednji mozak) irhombencephalon VW UDAaQML PR]DN J
pojava sekundarnhlPMHKXULUD X HPEULRQDOQRP WMHGQX X]JURN
telencephalon(krajnji mozak) i diencephalon PHYyXPR]DN D vwubDaQML PR]DN



metencephaloin myelencephalanHistogenetski procesi su tijekom embrionalnog i fetalnog razvoj

RELOMHAHQL L]JUD]JLWR SURJUHVLYQLP SURFHVLPD a4WR REXK
SRGUXpMD GLIHUHQFLMDFLMX PRUIRORJLMH QHRHWQEROKVNIS
SXWHYD ]D VLQWH]X VSHFLIL pjQsinkpsiQiHMXjeliNAACHD © \dRigenstidnd) UL
procesima razvojne reorganizacije dolazi do uspostave privremenih fetalnih zona koje ne postoje u
PR]JX RGUDVORJ pRYMHND D VSHFLILPpQH VX SR VYRMRM VW
neurona u subpla zoni i CajalRetziusove stanice te radijalna glija, neurotransmiteri i sinapse

RGJRYRUQL ]D UD]JYRM VX SRVWRMDQL VDPR WLMHNRP SUHQ
UD]JYRMD QHVWDMX -XGD& L .RVWRYLU el pHimPajl tpdjediRéd | H W
QHXURWUDQVPLWHUH pLMD VH IXQNFLMD PLMHQMD WLMHNR
DPLQRPDVODpPQD NLVHOLQD VNUDUHQR *$%$ PLMHQMD VYF

QHXURWUDQVPLWHU aWR XNGCJNXMHVMEO DQWWUR WU D g ¥R QW HLWUMXW
L -XGDa

Histogenetskim procesima dolazi do razvoja i oblikovanja posebnih slojeva stijenki
embrionalnog i fetalnog mozga. U embriju se u svim dijelovima neuralne cijevi razlikuju 3
embrionaneXQLYHU]DOQH JRQH SRUHGDQH RG 4XSOMLQH QHXUDO
zvane pija. Takve zone predstavljaju ventrikularnu zonu (VZ), intermedijalnu zonu (1Z) i marginalnu
JRQX 0= GRN VH X VWLMHQFL WH O H @FHover@riRu@aidadddd YSVM)X MR
VXESODWH ]RQH 6= L NRUWLNDOQD 8 @fimBtadijina, nauGbdicilev. R VW
se zatvardridesetog embrionalnog dan8] aXSOMLQX QHXUDOQH FLMHYL VH C
epitela u kojemdolaL GR QL]D PLWRWLpPNLK GLRED SURJHQLWRUVNLK |
PDWLpQH VWDQLFH NRMH VH X SRpHWNX GLMHOH VLPHWULPQ
9= 8ODVNRP X PLWR]X MH]JUD VWDQLBRBDVB SNWHDICH B USHPYDU
PHWDIDIH L FLWRNLQH]H WH PLJULUD SUHPD SLMDOQRM S
LOQWHUNLQHWLPpNRJ SRNUHWDQMD MH]JUH 6WDQLFH NRMH S
SRODUL]JLUDQH MHU WDGWJAMF UM OVLEHWIXILWMRQRK WUDQVPHPEU
RGJRYRUQLK ]D YH]DQMH QD ED]DOQX ODPLQX X UD]JOLpPLW
NDUDNWHULVWLNH 3UROLIHUDFLMRP VWDQLFD GROD]L GR S|
simetrLPQLK GLREL QHXURHSLWHOQH VWDQLFH VH SRPpLQMX GL|
RGJRYRUQLK |]D HSLWHOQH NDUDNWHULVWLNH O6WDQLFH WLI
SRVWPLWRWLpPNH VWDQLFH L] &<RaditakBysttoVitsutl ROOB)L BtdgaGetbnd R Q
QbJobDVvVLWL GD UH VH VWDQLFH SURJHQLWRUD L] NRMLK UH ¢



VHNXQGDUQRJ PMHKXULUD WHOHQFHIDORQD 9DQMVNL QDVW
.RVWRYLU 0= VDG URetziedsMIic® koje sintetiziraju glikoprotein, Reelin. Reelin stupa

X LQWHUDNFLMH V GUXJLP PROHNXODPD X HNVWUDFHOXOD U(
PLJUDFLMX QHXURQD L RPRJIXUXMH S(CHaY E@tBcherl2D]6y. RikbaleR U W L
EURMQH SRVWPLWRWVNH VWDQLFH QDSXawbDMX 9= L SXWXMX
VH QDOD]L L]PHYyX 9= L 0= ]YDQ LQWHUPHGLMDOQD J]RQD ,=
RPRJXUXMX gljdstahidePkoj€dppadaju u posebnu skupinu fetalnih astrocita. Radijalne glija
5* VWDQLFH VH WLMHNRP UD]J]GREOMD QHXURQVNH PLJUDFL
RGQRVQR YRGLpL NRMH RPRJXUDYDMX SXW RYRQRVH 95-L G R FIRLRGYQ
QHXUDOQH VWLMHQNH 9D&QR MH QDSRPHQXWL GD SRVWRMH
QHRNRUWHNVD UDGLMDOQD L WDQJHQFLMDOQD PLJUDFLMD
PLJULUDMX UDGLMDOQRPEWRSEODRIDMPO RGCOMRWRX QD SLMDOQX
69= VOLMHGH WDQJHQFLMDOQH RGQRVQR YRGRUDYQH SXWHY
i sur., 2008).

Tijekom 6. tjedna embrionalnog razvoja dolazi do pojave nove subventrieutame (SVZ2),
NRMD MH VPMHaAWHQD L]JPHYyX 9= L ,= D QLMH NDUDNWHULVW
WHOHQFHIDORQ 69= WDNRYyHU SUHGVWDYOMD SUROLIHUDWL"®
SUROD]H VYRMX |DGQMWMPYWR]X -X6&WBQLFRVI9= L 69= VX GDN
PDNURJOLMD 646 WH VH QD]JLYDMX AWYRUQLFDPD3® NRUWHNVD
YHUL EURM PLWRWLPpNLK GLRED X SUROLIHUDWLYQLP hRQDPD
]JRQH SUHPD SLMDOQRM SRYU&ALQL L VPMHAWDMX VH SR SULC
VORMHYH NRUWHNVD GRN U0H VH NDVQLMH URYHQL QHXURQ
.RVWRYLUO L -XGDa 2VLP AWRRWHGVWDQRONMD 6@ XWIDINF
SRGUXpMH UHJLRQDOQH KLVWRJHQH]H WHOHQFHIDORQD NRM
.3 NUDMHP WMHGQD HPEULRQDOQRJ UD]GREOMD 3RMDYD
UDJ]GREOMHR VB DEAUL

%LWQR MH QDJODVLWL GD VX SUROLIHUDFLMVNH MHGLQI
IHQRWLSRYD NRML QDNRQ |DYUAHWND UDGLMDOQH PLJUDFLNWN
KP. Naime, nakon 40. embrionalnog dana, skeHi SURJHQLWRUL LPDMX YL&H PRJX
GLMHOLWL DVLPHWULpPQLP GLREDPD VWYDUDMXUL QHXURQH
IDNRQ VYRMH |IDGQMH GLREH QHXURQL WUHEDMX GLIHUHQFL
deVWLQDFLMX X PRAGDQRM NRUL 3ULPMHULFH QHXURQL URYE



HPEULRQDOQRJ GDQD PLJULUDMX X]GXa LVWH UDGLMDOQ
]JDRELOD]H UDQLMH URYHQH QHXUWR/WNH LQWP MXI[EMMNK .B8HL YA&
ontogenetske kolumne. Stoga sve postmitotske stanice nastale iz jedne proliferativne jedinice na kraju
WYRUH PRUIRORANL SUHSR]QDWOMLY QL] QHXURQD X .3 QD]
SDNLU

StaniFH QDMGXEOMH VPMHAEWHQH X .3 SRVWHSHQR REOLNX|

L WMHGQD JHVWDFLMH HQJ JHVWDWLRQ ZHHN *: NRM
WMHGQD QDNRQ |DpHUD 71= 63 SUHG Vatabil @okbDel€nEekalGnd EO M L
NRMHP VH RGYLMD VDJULMHYDQMH L GLIHUHQFLMDFLMD QHXU
PRAGDQH NRUH 3LUDPLGQL QHXURQL HNVSULPLUDMX UD]OLDp
gdje je u SP prisutan GAB L JOXWDPHUJLPNL QHXURWUDQVPLWHU pLM]
SRWSXQRVWL UDJMDE3QMHQD 6LQDSWRJHQH]D SUHGVWDYOMEC
VLQDSVL L]JPHyX QHXURQD NRMD VH X 63 RGYLMD L4§dnHY X
XVSRVWDYOMDMX SULYUHPHQH VLQDSVH 7DODPLpNL DNVRQL
SRVWVLQDSWLPNLK QHXURQD WH L]PHVX L 71= SRpLQM
LIPHy X L 71= SUHGVWOXO/MDDSGMRIMB HIXWWO]LRUPLUDQ
PR]JD 1DGDOMH QDNRQ 71= 63 VH SRVWXSQR VPDQMXMH I
X QRYRURyHQpPDGL L UDQRP SRVWQDWDOQRP UD]JYRMX 7LPH
piVXWQL X ELMHORM WYDUL PR]JD RGUDVORJ pRYMHND .RVWI



Slika 1. Prikaz razvoja laminacije neokorteksa od ranog embrionalnog do kasnog fetalnog
razdoblja. Proliferativne zone: VZ; ventrikularna zona i SVZ; subventrikularna za prikazane
zelenom bojom. Zone u kojima dolazi do rane sinaptogeneze, te slojevi s postmigratornim neuronima
poput PP; preplate zone, SP; subplate zone te MZ; marginalnszq@miazani plavom bojom. KP;

. RUWLNDOQD SORpPD MH SIHWDQO@D AW IL WRFO [E RWNRIPU 3, jeL Q W H L
prikazana crvenom bojom, stanice progenitora zeleno, neuroni MZ i SP plavo, neuroni KP crno, dok
VX JOLMD VWDQLFH SULND]DQH VPHYRP ERMRP 3UHX]J]HWR L]

3UHQDWDOQL UNRWIRM RFERAGMIDQM QL] SURFHVD NRML VH
SULPMHULFH GRN VH QHNL QHXURQL MR& QLVX URGLOL X 9= L(
RGUHGL&AWD LOL YHU XVSRVWDYOMDMX VLQDSVH 7eklgpameR P IR
WUDMH GR PMHVHFL .RQDpQR UD]YRMHP VWLMHQNH
ventrikularna zona (VZ), subventrikularna zona (SVZ), intermedijalna zone (1Z), subplate zona (SP),
NRUWLNDOQD SORpD .3 L PDGLOPQRO DRIV CORM BR¥GDMGIR M
RVWDQH WHN WDQDN VORM HSHQGLPVNLK VWDQLFD pLQHUL V
PRAGDQLK SROXWNL GRN SRYU&ALQVNH JRQH 63 .3 L 0= SUHGYV
-XGD& LLRVWRY



232.3URJUDPLUDQD VWDQLPQD VPUW X VUHGLAQMHP aLYpDC

.DNR EL VH XVSRVWDYLOD RGJRYDUDMXiUD SRSXODFLMD C
VPUW ]YDQD DSRSWR]D X SRMHGLQLK VWD Q L FsEnBajpredst@ljaW R U
QRUPDOQX SRMDYX WLMHNRP UD]J]YRMD PR]JD 6WDQLFH WLMtI
UDVWD HQJ QHUYH JURZWK IDEFWRU 1*) NRML SRWLpH UDVYV
QH YH&H ]D WLUR]L®@VNBMXLAEKSIMWRMRD DQR SRYUSELQL VWDQLF
VH HNVSUHVLMD JHQD RGJRYRUQLK ]D UDVW VWDQLFH WH V
IUDJPHQWDFLMH '1$ QDVWDQND DSRSWRWVNLK WMHQeH&FD |
UH]XOWDW L QHGRVWDWND JOXNR]H 84WR X]JURNXMH VPDQMHQ
KRPHRVWD]H VWDQLFH .ULVWLDQVHQ L +DP 8 646 VWL
WNLYQR VSHFLILpQL P DN URI De] kojeXosinRdghxedMiRjQ taz@of $indpRikako M

EL VH RGUADOD KRPHRVWD]D 646 7LMHNRP SUHQDWDOQRJ
GLIHUHQFLMDFLMRP KHPDWRSRHWVNLK PDWLpPQLK VWDQLFD
dana. Broj mikrogiMH VH SRYHUDYD UD]YRMHP PR&GDQH NRUH D X SF
SUROLIHUDWLYQLP JRQDPD 9= L 69= .DNR EL VH XVSMHOD RG
PLNURJOLMD VH SRND]DOD YRGHULP pLPEHQLN Bt Xtahiba] R F L W
SURJHQLWRUD NDNR EL VH RGUADR RGJRYDUDMXiL EURM SR
VWDQLFH VX VH WDNRYHU SRND]DOH ELWQLPD X UHJXODFLM

aksonske ogranke koje se nalaze u prevelikooju (Kong Tong i Vidyadaran, 2016).

24. 6 WUXNWXUD PRAGDQH NRUH RGUDVORJ pRYMHND

ORAGDQDcoNaxddebri LOL NRUD YHOLNRJ PR]JD pLQL YLAH RG
PRYMHND L RGJRYRUQD MH ]D VWYDUDQMH L3MHHU FSIBFEFQMH LUK
SRNUHWD OROQDU L VXU ORAGDQD NRUD SUHNULYD Q
SRYUALQX WHOHQFHIDORQD D LVSRG PRAGDQH NRUH VH QDC
VPMHAWHQH PRAGDQHQURPRRIUWH 2EMB] PRAGDNOQH SROXWNH VH G
PHRQL Uhbusrghtdlis W MH P H Qdbud) phéiddalsM ] D W L O MIQbus dddiitalid M
VOMHSRR{ddbus tgrhppRIdM1IDMYHUL GLR PRAGDQH NRU&viRGUDV ORI
6 temeljnih slojeva tijekom razvojnog stadija pa se takav dio kore naziva izogenetski korteks odnosno
QHRNRUWHNYV 3UHRVWDOL GLR PRAGDQH NRUH VH UD]JYLMH L
NRUH QD]JLYD DORJHQHWRWWRNRUWHNYV *XBGBMXUL RG SLML
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XQXWUD&GQMRVWL VORMHYD QH®RN RWWH NAWD VIH \EQ RM H3LD E\

]JQDPDMNH 60OLND 6ORM , VH QD]JLYD L PROHNXODUQL VOI
aksoQLPD L GHQGULWLPD 60ORM ,, QD]YDQ YDQMVNL JUDQXODL
VWDQLFD VORM ,,, RGQRVQR YDQMVNL VORM SLUDPLGQLK VW

razbacanih nepiramidnih stanica, sloj IV nazvantamyi sloj granuliranih stanica, sloj V ili unutarniji

sloj piramidnih stanica te tanki sloj VI sastavljen od gusto poredanih stanica, nazvan multiformni sloj.
'DNOH PRUIRORJLMD QHXURQD GRSULQRVL YLGOMLY&M SRGN
2002;Popovitchenka Rasin 2017).

JRGLQH QMHPDpPNL ]QDQVWYHQLN .RUELQLDQ %URGPL
PR4&GDQH NRUH R]QDpHQR BWHPNHOWMP DHILRQDOQLK UDJOLND >
YHOLPLQL WLMHOD VW B1® L4BHL nBRSOWM.DN V] EQRMHYMPMDORYRM PDSL
PLOQMHQLFRP GD QHND SRGUXpMD QLVX GHWHNWLUDQD X OM
VLVDYDFD =LOOHV L $PXQWV 6YDNR SROMH MH ]DGXA&H{
koraopisuyf L NDR MHGLQVWYHQ GLR PR]JD RGJRYRUDQ ]D YL&H P

ORAGDQD NRUD RGUDVORJ pRYMHND VDGUADYD YHOLNL
slojeve (aminae L V Wc¢oBmiia Neuroni neokorteksa se dijele na piramidde? MHAWHQL SUHE
X, ,,, L9 VORMX L QHSLUDPLGQH QHXURQH JYDQH L LQWt
X ,9 VORMX 3LUDPLGQL QHXURQL pLQH QDMYHUL GLR NRUW
neurotransmitera ekscitaciskc @M HORYDQMD JOXWDPDWD GRN PDQML EU
GUXJH YUVWH QHXURWUDQVPLWHUD SRSXW DVSDUWDWD 6 G
suprotnog djelovanja, GABA (garamino E X W L:-Kkisklm@) [hhibicijske neurotransmite koji za
UD]J]OLNX RG SLUDPLGQLK QHXURQD OXpH QHXURWUDQVPLWHU
NRUH -XGDa L .RVWRYLU

.DNR EL VH VSR]QDOD JUDYD VWDQLFD PRAaGDQH NRUH S
metode. Golgijevamet D RPRJXuDYD ERMHQMH QHXURQD VUHEUQLP VR
REOLN QHXURQD VYDNRJ SRMHGLQRJ VORMD 1LVVORYD PHWEF
se boje nukleinske kiseline i ribosomi, dok metoda po Weigertu boji i prikedjgknizirane aksone.
2WNULUH QDYHGHQLK PHWRGD MH ]QDpDMQR GRSULQLMHOR
VYDNRJ SRMHGLQDpQRJ VORMD .RVWRYLUO L VXU
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Slika 2. 3ULND] VORMHYD QHRNRUWHNVD RERBb2QeRgo WULF
*ROJLMX SULND]XMH GLR SRSXODFLMH QHXURQD SUL pHPX V
prikazuje citoarhitektoniku, dok Weigertovo@bnje prikazuje snopove aksoffenonymous, 2016)
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2.5. Uloga i posttranskripcijsk mehanizmi djelovanja RNAezuM XULK SURWHa@Qb ELW
PRAaGDQH NRUH

&EHQWUDOQD GRJPD JHQVNH HNVSUHVLMH REXKYDUD GYL
2014). Svaki navedeni korak je strogo reguliran (Lennox i sur.,)2Ptiénjerice, brojni transkripcijski
IDNWRUL VXUDYyXMX |[DMHGQR pLPH DNWLYLUDMX LOL UHSULF
(Keene, 2007). Osim regulacije ekspresije gena na razini transkripcije, bithu ulogu imaju i
posttranskripcijski mehanii u koje spadaju RNAY H] XM XiL SURWHLQL HQJ 51%
5%3 NUDWNH QHNRGLUDMX$H PROHN XHOH] 'PLFAUAANOHRWLGD L
IcnRNA (eng. long nonFRGLQJ 51%$ PROHNXOH * Q X N-taHdRripcijskiD 1D
faktori reguliraju alternativno procesiranje (eng. alternative splicing, AS), stabilnost, lokalizaciju i
WUDQVODFLMX P51% SUL pHPX PRJX GMHORYDWL NRRSHUDWL
UDJUHGH 5%3 XWMHpX QD HNVSUYODLX S SRMHGMWRKLPD1 H PRI
XORJX X UHJXODFLML HNVSUHVLMH P51% WLMHNRP UD]JYRMD
GHUHJXODFLMH L UD]JYRMD QHXURUD]JYRMQLK SRUHPHUDMD
embrionalnog i fetalnog razdoM D SRWUHEQD MH VDYU&HQD JHQVND UHJX
KLVWRIJHQHWVNLK SURFHVD X NRMH VH XEUDMDMX SUROLIHLU
PLIJUDFLMD SRVWPLWRWLPpNLK QHXUR Qddhin@dhlc& (RenmoxGdurkHH UH Q F
2018).

Prvi korak postWUDQVNULSFLMVNRJ PHKDQL]PD XNOMXpXMH L
SURFHVRP DOWHUQDWLYQRJ SURFHVLUDQMD $6 8 DOWHUQI
YH]XMXUL SURWHLQL NRMLLMRJIR5WUS IPFRQAHDXVADHNMWHEKR R LOL
SURWHLQLPD WYRRWEHLQGURWHUPNFLMH WH QD WDM QDpLQ
SULPDUQRJ WUDQVNULSWD 5%3V VDGU&H YLYRHEHBDNR®]IISORIpL
uzvojnca koje se sastojeod80 DPLQRNLVHOLQVNLK GRPHQD pLPH RPRJXI
NRQVHQ]XV VHNYHQFH SULPDUQRJ WUDQVNULSWD pLQHUL UL
UD]JOLPLWRP LJUH]LYDQMX LQWURQD L BFHRYB BHRLQRP QRQ
QHWUDQVODWLUDMXQ@WMDQHIAMWLRQDO YHILRQ 875 P51$% D
QHWUDQVODWLUDMXI(RWMUDGAVYVOWWLRQDO UHJLRQ 875 -L NRC
GMHOXMXuH GHW H Udod &g WaHSWH O X IMKXRILKDIDNWRUD 5%3 NRWM
VSHFLILPQX VHNXQGDUQX VWUXNWXUX pHVWR VWUXNWXUX X
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od poznatijih RBP iz NOVA obitelji (eng. neuwancological ventral antigemg¢gulira$6 YH]XMXuL V
na veliki bioj transkripta i time regulirespravnu migracijuneur@ D GR NRUWLNDOIQH SORPp

Nastankom zrelog transkripta, prijenosni proteini iznose zrelu mRNA iz jezgre u citoplazmu

GMHOXMXUuUL ]DVHEQR L-@el] XWRXRIE R UDWWYRQR PD VBYEBOQWLOMDM X Ul

VXESRSXODFLMH .HHQH ,]JYDQ MH]JJUH VWDELOQRVW L

NRUDN X NRQWUROL HNVSUHVLMH JHQD 7UDQVODFLMP,VH PR
HORQJDFLMH L WHUPLQDFLMH 2YL NRUDFL VH UHJXOLUDMX

UD]QLK 5%3 3LOD] L 6LOYHU .DNR EL VH SRVWLJOD DVLP
PRAGDQH NRUH P51$%$ ELWQD ]D trénspdr@ahh WoRalre QandiXtirerR (Zhraf L
L VXU 3UL WRPH 5%3 VWXSDMX X LQWHUDNFLMX V PR!

P51$ X SRMHGLQH VWDQLpQH RGMHOMNH P51$ WLPH SXWXM|
proteina zbogUHSUHVLMH UHJXODWRUQLK SURWHLQD VYH GRN QH

Driesche i KC, 2018). CidUHIXODWRUQL HOHPHQWL QD - L - 875 NUDMH

WUDQVODFLMX SURWHLQD X RGYRMHQH VXBFidOuodnep@H RG

GHQGULWD L DNVRQD =LYUDM L VXU 2YLVQR R XQXV

RPRIXUXMH VH UHJXODFLMD WUDQVODFLMH X ORNDOL]JLUDQL

]JDXVWDYOMDMX W UD Q Yu@DWdcil Fazk rayvdjhl iRmigr&chiednéur@nX (Pilaz i Silver,
2015).

PostWUDQVNULSFLMVNL PHKDQL]PL REMDaQMDYDMX NRPS(
PROHNXOD &4LYpDQL VXVWDY VDGUAL YHOLNX NROLpPLQX 5%3
regulaciji molekula koje imaju ulogu u dendritbigQ H]L L GLIH U H Qditdakhiktekiodske V O R &
VWUXNWXUH QHXURQD 6WRJD VX SRWUHEQD GDOMQMD LVWU

P51$ PROHNXOD ELWQLK X QHXUGWHIQHJD]& B MEH. Y\DHD I8 B 3S0URR GURH
SRUHPHUDMD SRSXOMRBERUHPRIINWRPRVRPD VSLQDOQH PLALI

lateralne skleroze, te potencijalno do otkrivanja novih terapeutika (Bronicki i Jasmin, 2013) (Prikazano
u tablici 1).
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Tablical. SBULND] QHNLK RG NOMXpPpQLK XORJD L SHRIX™M H GK FFIJ B\
X SUHQDWDOQRP L SRVWQDWDOQRP PR]JJX pPRYMHND

RNA-Y H] XM X UUloga u

Poznata funkcija 1H X UR O R & NLiteratu ra

proteini kortikalnom bolesti
razvoju

NOVA obitel] Inhibicija Alternativno 3DUDQHRSO(Zhou i sur. 2014)
VSHFLILp Q Lprocesiranje, opsoclonus
molekula poliadenilacija mioklonus ataksija

CELF obitelj Razvoj i Alternativno OLRWRQLpQ (Popovitchenko i sut
diferencijacija procesiranje, distrofija, spinalna 2020; Bryant i
neurona stabilnostmnRNA, PLALUQD D WYazdani, 2016;

translacija autizam, epilepsija Gallo i  Spickett,
2010)

HuD Proliferacija RNA stabilnosti  Shizofrenija, (Keene, 2007;
progenitora translacija, iznosi epilepsija, tumori  Bronicki i Bernard,
neurona, RNA iz jezgre SOXuD ER02013;Zhoui sur.
laminacija, CNSu; 2014; Zivraj i sur,
kontrola Parkinsonova
postnatalnog bolest i 2010)
razvoja Alzheimerova

demencija,
VSLQDOQD |
atrofija,
DPLRWURILY}
lateralna skleroza

HuR Proliferacija RNA stabilnosti  Neurofiboromatoza (Lennox i sur, 2018;
progenitora translacija WLSD D P Lgyikantan i Gorospe

lateralna skleroza,
VSLQDOQD 2015
atrofija

FMRP Migracija i Translacija, Autizam, (Lennox i sur, 2018;
polarnost neurona transport, shizofrenija Zhou i sur.. 2014:

stabilnost mMRNA ) i
Bryant i Yazdani,
2016)
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26. 9DAQEAMWNAIHQD WLMHNRP UD]YRMD PRAaGDQH NRUH

Hu obitelj predstavlja porodicu RBP jkgudjeluju u razvoju i diferencijaciji neurona, a dijele
se na subporodice HuB, HUC, HuR i HuD. Hu proteini su kodEadVLgenima koji su homologni
Drosophila embryonic lethal abnormal vision (elay)H Q L P D L ] DRoXophile Melanogastete
sudjeuMX X QRUPDOQRP UD]YRMX L RGU &DBLB\Q iyeKa 8Drasphi@R J V XV
HPEULRQDOQR OHWDOQD EXGXiL GD QHXURQL QH PRJX GLI
pacijenta iz kojeg je izoliran antig&fLAVL gena.Od svih subporodic&LAVL4koji kodira za HUD
protein se smatra jednim od najranijin markera neuralnih stanica kao i esencijalni regulator u
GLIHUHQFLMDFLML QHXURQD L QMLKRYRP Bksgrkeaila¥HoB BuCD Q M X
HuD je striktno eksprimirana u ceatnim i perifernim neuronima dok je HUR eksprimiran i u ostalim
YUVWDPD VWDQLFD +X SURWHLQL VD& RRD EBgMRNARtdgnitioh$ S U H
motifs): RRM1, RRM2 i RRM3. RRM1 i RRM2 stupaju u interakcije i time prepozmejltbogate
sekvendd QD - 875 UHJLML P51%$ PROHNXOD pLPH GRSULQRVH QMt
WUDQVODFLMX GMHOXMXuL NDR SRMDpLYDpL LOL UHSUHVRUL
X LQWHUDNFLMH VD VSOLFHRVRPDR®@Qd i pgdérvarie) egzena)Xiw M H |
poliadenilacije (Zhou i sur., 2014).

ELAVL4gen je velik oko 146 pb, a nalazi se na kromosomu 1 (1p34). Neki ezgoni su odvojeni
GXJDpNLP LQWURQVNLP UHJLMDPD D SRQHNL HJ]RQilek@h VX NR
$3 pLPH QDVWDMX WUL UD]OLpLWH IRU Pod k§jiod RMAHHDp@D HUbX 'S U R
HNVSULPLUDQL L X SRVWQWWDOOQORPMWRQWKHP+EDSBRWHLQD VD
LP RPRJXUDYD VSHFLILpQMRRNA, MNAD QrRINA QID ma&dJ ruklearnei
heteronuklearne RNA molekule (FurBeschenes i sur., 200LAVL4ima mnogobrojne uloge u
neuronima tijekom prenatalnog razvoja gdje sudjeluje u regulacijitpostkripcijskih mehanizama
VSHFLILPpQLK P51% L W LleBijd maagim ptqeeinaCkbii ikhdyuvistil ulogu u pojednim
ID]DPD UD]JYRMD SULPMHULFH UDVWD L]GDQDND DNVRQD L U
SURFHVLUDQMD WUDQVNULSWD YHAH QD - 875 SROLDGHQLOL
SPUMHpDYD GHJUDGDFLMX L LQGXFLUD HNVSUHVLMX SURWHLC
transkript koji ima poi$ NUDM GXAaL RG DGHQLQD pLPH VH SRYHUUD
OLWFKHQHU L VXU 1DGDOMH N x@linvdtan®&mé théuDoQak HHIN V S U
LQGXFLUD GLIHUHQFLMDFLMX QHXURQD L WLPH QHJDWLYQR
LQGXFLUD LJ]OD]DN L] VWDQLpPpQRJ FLNOXVD $NDPDWVX L VXU
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radova opisani kao markeegulacije tijekom ranog razvoja neurona, u nekim neuronima Hu proteini
RVWDMX DNWLYQL L WLMHNRP AaLYRWD SRVHELFH X NRUWHN\
somi i dendritima piramidnih neurona, posebice u hipokampusu (Bolognani i sur., 200 DNRyH U
+X'" VH SRND]DR NDR NOMXpDQ PDUNHU X UHJHQHUDFLML DNV
QHXURQD SRYHUDQD HNVSUHVLMD +X' UH]XDWRNA KpjarkddiaQ M H P
za protein koji doprinosi rastu dorzalnih korijeranglijskih neurona (Anderson i sur., 2003).
(NVSUHVLMD +X' MH VWURJR UHJXOLUDQD X SRMHGLQLP
PRAGDQH NRUH 3UHPD QHGDYQRP VD]QDQMX ERAYRAje WFKH
UHJXOLUDQD 5%3 &(/) MREPWHYHQRNM IX]L UD]YRMD NRUWHNVI
UTR regiju zrelog transkripta ELAVL4 i time reprimira njegovu translaciju, dok njegova odsutnost
UH]XOWLUD WUDQVODFLMRP +X'" SURWHLQD L SRVOMHGLpPQR

.DNR EL VH LVWUDALOD IXQNFLMD QHNRJ JHQD LOL SUF
RUJDQL]JPL L] pLMLK VWDQLFD VH L]JEDFL aHOMHQL JHQ 7DND"
PRJX DQDOLJLUDWL JHQL NRML VX WWI]D @U IXR MUHDJ ¥ EW DAINRRE N
QHXURQLPD KRPR]JLIJIRWQRJ L KHWHUR]JLIJRWQRJ PLAD MH UH]X
+X& ]DVOXabQ ]D UHJXODFLMX JHQD NRML VXGMHOXMX X U
neurotransmitera u mozgu6 GUXJH VWUDQH ANQRFNRXW3 KRPR]JLJRWQI
VPDQMHQL UD]YRM NUDQLMDOQLK ALYDFD =KRX L VXU
QHPRJIJXUQRVWL NRQWUROH PQRJLK VSHFLILpQLK P51% aWR
S RUH P H U DtMKpgnivRdg) Xdeficita i shizofrenije ili neurodegenerativnin bolesti poput
SDUNLQVRQRYH EROHVWL L $O]KHLPHURYH EROHVWL 3ULPMH
NRML XWMHpPX QD SRMDYX 3DUNLQUNRQR géh d¢mjilnalkvikRiNd ALY F
NURPRVRPD X UHJLML QD]YDQRM 3%5. AWR ]J]QDQVWYHC
jednonukleotidnih polimorfizama (eng. single nucleotide polymorphisms (SNPs)) koji mogu biti
NOMXpQL X UD]YRMX 3DUNLQVRQRYHREREGNDWILDAPMHGGRP RG
ELAVL4IJHQD PRJX GRSULQLMHWL UD]JYRMX 3DUNLQVRQRYH ERO
QDODJ]L X LQWURQX GRN VH GUXJL 6LAQBJenax UKDRKG i &hPok8i R M |
GRYH GR VXOVORWXENMHHQLQVNRP PMHVWX pLPH XPMHV)\
550 L 550 PMHVWD GROD]L GR SURPMHQH VHNXQGDUQH VWU.
SURPMHQH YH]DQMD QD VSHFLILpQX P51% aWR PRAHREGRBUWQL
PXWDFLMD X LQWURQX VH WDNRyYyHU SRND]DOD NOMXpQRP
LVWUDAHQR EXGXiUL GD LQW BRAYLAYENE (PetdnizibRe@li Bild MXIG)H UHJL
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Slika 3. Regulacija i funkcija RNAVH]XMXUHJ SURWHLQB O DM GBH XU RNXQLC
NRQWUROLUDQX WUDQVNULSFLMX +X" JHQD SRPRUX VSHFLILp
se RNAYH]XMXuUuL SURWHLQ +X' PRaH YH]DWL QD YODVWLWL WU
transkrpt prepoznat u citoplazmi ili jezgri prije izlaska transkripta iz jezgre. Posttranslacijske
PRGLILNDFLMH +X' SURWHLQD SRSXW PHWLODFLMH LQKLEL
prikazuje kompeticiju HuD s drugim RNA H] XM XUGLP SURW H LHEALQPRD GIHRWML D\EX. CBLL
'LR VOXpDMD ' SULND]XMH YH]DQ +X' QD VSHFLILPpQL WUDQVN!
VOXpDMD ' SULND]XMH]XQMXH]DSUBWHLQ pLPH MH 51%$ SRGOR
SULND]XMH +X' YH]DQ NUNVSWFXIDINYIROMNRPVEUHAXOMNX SUL

WUDQVNULSWD +X' PRaH VWXSLWL X LQWHUDNFLYNRXM XU X
proteinima (Preuzeto iz Furipeschenes i sur., 2006).
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3. MATERIJALI I METODE

3.1. MATERIJALI

311.3RVWPRUWDOQL X]RUFL IHWDOQRJ PRAGDQRJ WNLYD pR

=D DQDOL]X VX NRULAWHQL SRVWPRUWDOQL X]J]RUFL PRAC
IHWDOQRJ UDJ]GREOMD NRML VX GLR =DJUHEDpPNH QHXURHP
isrDALYDQMH SRVWRMH SRWUHEQD HWLpPpND GRSXaAWHQMD OHG|
GLSORPVNRP UDGX NRULVWLOL VX VH NRURQDUQL L KRUL]JRQ
debljine 12 —P NRML VX NRUL&AWHQLan®in LsitWw hididizavibQMH P
imunofluorescencije.

Predap Strainj o 2P

b

<}

Pogled

6OLND 3ULND] QDPLQD SUHVMHND . SIR¥VaVRiRaZUE DoBZQrRaniP R ] J I
SUHVMHN PR]aerBIUR]QBPEYD PdostdriderQNMUUMAQML GLR PR]JD 60L

koronDUQL SUHVMHN PR]JD GRN VOLND F S ULUWDNXMWHP VDIHWHD PR)
presjeka(Anonymous, 2018)
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312.. RULAWHQH RWRSLQH L ifsitutiRdizaxjiODERUDWRULMX ]D

OLNURWRP ODERUDWRULMV N®RYOERW B Po EEOH, PGHAMEEDH, 50\% ROH,
proteinaza K, 50 mM pufera TRIS, &B, 20 % ledena octena kiselina, 1XMABT (eng. maleic acid
buffer containing Tween 20), hibridizacijski pufer (100 % formaai@0 % SSC (eng. saline sodium
citrate), SSDNA (eng salmon sperm tRNA izolirana iz pivskog kvasca), 50 mM TRIS, DEPRO,

50 % dextransulfata, 50x denhardts reagensa, otopina za blokiranje (1XMABT, 2 % BSA pufera),
dH20, Nacitrat, prestaining pufer (1M TRIS (pH 9,5), 5M NaCl, 1M MgCpufer za bojed(TRIS,

NaCl, MgCh, HCI), 50 % formamid + 2xSSC, 2xSSC

3.1.3..RUL&W H Q bn StuHbEdzafi

3URED NR lhls@unibbtiQiZacijibje komercijalno nabavljena digoksigenindtl| QDpHQD DQWL
hElavi4pan',* ,'7 X VPMHUXRRSOHPHQWDUQD FLOMDQRM P51% L
NRQWUROD-X~-VBMHWXRGQR NRULAWHQH X UDGX 3RSRYLWFKH

314, . RULAWHQR SURWXWLMHOR ihBituhidwizhtje LM X SUREH PHWR

Zain situhibridizaciju koristilo se komercijalno dostupno abtiG-AP protutijelo.

3.15 . RULAWHQL M X8 MMidizaciML ] D

o NBT (Nitroblue tetrazolium)
o BCIP (5broma4-kloro-3-indolil fosfat)

3.1.6.Laboratorijski pribor i otopinega imunofluorescenciju

OLNURWRP ODERUDWRULMVNR SRVXyH S+ PHWDU ;\ORO
citratni pufer (pH=6,0), citric acid monohidrat (limunska kiselina), 2M NaOH, otopina za blokiranje
QHVSHFLILPQRJ YH]DQMDIRITON %-&® u 1xPBS), quencher TrueBlatkza
VX]IELMDQMH DXWRIOXRUHVFHQFLKNMH (\W§dbksheldl wEhRIMBI) ¥Mile® R NR
DAPlja.
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317.3ULPDUQD SURWXWLMHOD NRUL&GWHQD ]D LPXQRIOXRUH

o antirHuD, monoklonsko protutijelo, PRL]YHGHQR X PLaX 6DQWD &UX
X UDJUMHYHQMX

o antitFezf2, SROLNORQVNR SURWXWLMHOR SURL]JYHGHQR X

318 6HNXQGDUQD SURWXWLMHOD NRULaAWHQD ]D LPXQRIOXR

o AlexaFluor AF555, (Thermo Fisher BHQWLILF SULSUHPOMHQR X UD]
o $OH[D)OXRU %) 7TKHUPR )LVKHU 6FLHQWLILF SULSU

319.8UHYyDM NRULAWHQ ]D DQDOL]X KLVWROR&GNLK UH]RYD

o0 3UHSDUDWL WNLYD VX VNHQLUD Quisdkee®lDcipelzhLUDQL NRU
KLVWRQREDHJDWH V IOXRUHVFHQWQRP ODPSRP XUHyYD
RS.

3.2. METODE

321Insiu KLEULGL]DFLMD ,6+ QD PRAGDQRP WNLYX pRYMHNTEL

Instiu KLEULGL]DFLMD MH PHWRGD NRMRP Veékvendad/ddHintahesdr® V St
NRMRP VH XWYUyXMH QMLKRYD ORNDOL]J]DFLMD QD NURPRVRP|
In siiu KLEULGL]DFLMD X KLVWRORJLML QDVWRML YL]XDOL]LL
komplementarno sparenu s kratkom ®ODQPDQRP SURERP RELOMHAHQD
QHUDGLRDNWLYQLP PROHNXODPD 5DGLRDNWLYQR RH&®pPHQH
33p 355 ili 129 koje su pritom detektirane autoradiografijom. S druge strane, neradioaktivne probe dijele
seQD GLUHNWQH L LQGLUHNWQH PHWRGH 3ULPMHQRP GLUHNMW
RGPDK QDNRQ KLEULGL]DFLMH VD VSHFLILPQRP VHNYHQFRF
fluorescentne molekule (fluorofore). Indirektna metoda koristiddlaDYDQMH SUREH V |
GLJRNVLJHQLQRP ',* NRMH VX SULWRP GHWHNWLUDQH VD V
VWUHSWDYLGLQRP 1HUDGLRDNWLYQR RELOMHAHQH SUREH V)
od radioaktivno obili@dHQLK SUREL (LVHO L VXU 8 RYRP GLSC
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NRPHUFLMDOQR GRVWXSQD F51% SURE{RR]GHWR @GR DNGRLY
publikaciji (Popovitchenko i sur., 2020). DIG je po svom kemijskom sastavu steroid koji jarnzialir
bilike Digitalis purpurea D E X G X Digitaipuvptieajedini prirodniizvor DIGD NRULAWHQ!!
antt',* SURWXWLMHOD X PRAGDQRP WNLYX pRYMHND QH GROD]L
materijale (Eisel i sur., 2008). Nakon hibidDFLMH SUREH VD VBRA¥U4IMNRPNARP UH
molekula, proba se vizualizirala inkubacijom i vezanjem-Bi@ protutijela koji na sebi ima vezan
enzim alkalnu fosfatazuAlkana fosfatazaNRQYHUWLUD VXSVWUDWH axXwH ER
OMXELpDRWRAQDPPMQH SURGXNWH 2ERMHQL SUHSDUDWL VH
Hammamatsu NanoZoomer 2.0 R$situ hibridizacijom smo nastojali vizualizirati produkt AVL4
gena i time promatrati njegovu ekspresiju u priviemenim fetalnim zonama stijetddeog
telencefalona: VZ, SVZ, 1Z, SP, KP i MZ kako bi utvrdili distribuctiLAVL4 mRNA tijekom
SUHQDWDOQRJ UD]JYRMD PRAGDQH NRUH pRYMHND

.DNR EL VH ILNVLUDOR SRVWPRUWDOQR WNLYR RGQRVQR \
L ]DGUADLOOL LB RVW SURWHLQD L QXNOHLQVNLK NLVHOLQD
ILNVLUDMX X SDUDIRUPDOGHKLGX WH ]DWLP XJUDyXMX X S
HNVSULPHQWH 3DUDILQ RGUADYD b preparatRiedsolvd] texnperatufk doR J X i
HNSHULPHQWDOQH DQDOL]H 3UHSDUDWL VH SRPRUX PLNURW
QDNRQ RELOMH&DYDQMD YUVWH L EURMD X]J]RUND QD SUH
'"HSDUDILQL]DFLMRPWHQ BRVS\OLABI XN DY WNLYD WH KLGUDWEL
NRUDNX GHSDUDILQL]DFLMH WNLYD VH XUDQMDMX X ;\ORO X]
UHIRYL WUHWLUDMX VLOD]QLP VOLMHGRP D O NR BRE@B 245V D Q R
minuta, 96 % EtOH 1x5 minuta, 70 % EtOH 1x3 minuta i 50 % EtOH 1x5 minuta. Nakon
deparafinizacije je uslijedio tretman proteinazom K. Tijekom pripreme proteinaze K, preparati su se
LVSLUDOL X WHNXURM YRGL 3U RN terap®riDnukleirBKul kisBlinX hake bF L O M
VH RVLIXUDOD SULVWXSDpQRVW 513 PROHNXOH OHYXWLP S
SR]LWLYQLP UH]XOWDWLPD EXGXiUL GD PRaAH UDJRULWL VWDOQL
i viileme rDMDQMD GLJHVWLMH 3UH S padnaze KUpprathbdHorzagdjinor 580 —
mM TRIS puferu na 37€ u vremenu od 10 minuta. Nakon tretmana proteinazom K, uslijedilo je
ispiranje u dHO u trajanju od 5x1 minuta. Kako bi se postigla permdapD FLMD VWDQLPpQH F
]D XOD]DN SUREH L SURWXWLMHOD X VWDQLFX KLVMWHmRORAaANL
OHGHQRP RFWHQRP NLVHOLQRP 1DGDOMH |]D GHKLGUDFLMX
uzlaznim koncentracijamaaetola u vremenu od po 1 minute: 70 % EtOH, 95 % EtOH i 100 % EtOH
QDNRQ pHJD VX VH SUHSDUDWL PLQXWD VX&aLOL QD JUDNX
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SUHKLEULGL]DFLMH NDNR EL VH 51% SURED PRJOD YHEDWL Q
XNOMXpXMH WUHWLUDQMH S UMRSD ULDN 3 RKILEH Q®RLM BSALHEP\ENHLUPD
+LEULGL]DFLMVNL SXIHU VDG4) A40mL 20 % SS@, 1 RUSDPL G —/
tRNA izoliranog iz pivskog kvasca. Formamid svojim djelovanjem stabittD MHGQRODQpD!
LOQDNWLYLUDMXUL 51$D]JH 6PMHVD VHi2Q MERRQLBOIDGR GRGD
% dextransulfata i 1 mL 50x denhardts reagensa gdje se ponovno sHRPR§Zopina nhadopunila do
50 mL. Otopina DEP&H2,2 VH GR EL O D 1PQ0vhH@HDQ Ml DEPCa. Nadalje, 20 % SSC
se pripremio odvagom 87,65 g NaCli44,1gRA WUDWD NRML VX VH ©9RPdiadvhHaD O |
VH SRPRUX S+ PHWUD -B2Z GdRiGaHY taRm@diopunila do 500 mL@H 0,5 mL
DEPGaipotomauWRNODYLUDOD '"HIWUDQVXOIDWD VH PLMH&aADQM
i 10 mL DEPGdH.0 dobilo otapanjem na f,&ok sel mL SSDNA (10 mg mL*) 5 minuta kuhalo,
stavilo u led i potom u otopinu. Tijekom hibridizacije,-S$$ L W51$ VOXRAMLNDR XQ DJ
NDNR EL VH VPDQMLOR QHVSHFLILPQR YHIDQMH SUREH 1DNR¢
WNLYD MH WUHWLUDQ VD —/ KLEULGL]DFLMVNRJ SX&HX D W
KLEULGL]DFLMVNRM BDHAIULMH DMRNRBP L QINDSUHPOMHQD W™MH SUI
digoksigenin R ] Q D pahtsensehElavi4pan',* ,'7 LOL VHQVH SUREH UD]JULI
KLEULGL]DFLMVNRP SXIHUX QDNRQ pHJD VX 3&5 WXEH |]DJULI
denaturacMD 51$% .RQDpPQR NRUDN KLEULGL]DFMHDNHLIMMYKABA S
VYDNL X]JRUDN WH VX X]RUFL RVWDYOMHQL QD f& SUHNR QF
60OMHGHUL GDQ XVOLMHGLOR MH LVSLUDQMH X SUYRP NRL
hibridizacjski pufer, preparati su ispirani u 50 % formarmiduz 2xSS@u po tri izmjene u periodu od
PLOQXWD QD f& 'UXJLP LVSLUDQMHP VPR XNORQLOL QHVS
VPDQMLR SR]DGLQVNL VLIJQDO WDNRK dMR&EDVH K&VXYRWORAN]
5 minuta. Potom je uslijedilo ispiranje u 1xSSC, 3x5 minuta, a zatim su se preparati isprali u IXMABT
QD f& SR [ PLQXWD 0%$%7 RPRIXUXMH EROMX GHWHNFLMX
VX&aHQMD SUHERUDBWDSQBPLWOD® VH EORNLUDMXUD RWRSLQD
[0$%7 L %6% SXIHUD D QDNRQ QDNDSDYDQMD SUHSDUDW
protutijela 1,5 sat na sobnoj temperaturi. Nakon inkubadijgljjedilo je nakapavanjensi-DIG
SURWXWLMHOD X UDJULMHYHQRP EORNLQJX NRQFHQpNKDD FLM I
QRUL +LVWRORANL UH]JRYL VX VOLMHGHUL GDQ LVSUDQL X |C
ispiranja pripremio se prestaining pufer kojiGd&) aD Y D P/ 0 75,6 S+ 2teP/ 0 O
mL 5M NaCl. Nakon tretiranja preparata sa prestaining puferom uz tri izmjene od 10 minuta, uslijedio
je tretman puferom za bojanje (0,16 g TRIS, 0,06 g NaCl, te 0,01 g:-MpCPH VH S+ SRGHVLF
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i otopina nadopunila do 10 mL s dd). U 1 mL pripremljenog pufera se zatim dodao supstrat NBT i
%&,3 SUHPD XSXWDPD SURL]JYRYyDpD QDNRQ pHJD VH SULSUL}
inkubirala u mraku. Uslijedila je kromogena reakcija koja je trajalalBBLQ QDNRQ pHJD VX Vi
ispralisd#2 L  PLQ VXALOL QD JUDNX

,PXQRIOXRUHVFHQFLMD ,) QD PR&GDQRP WNLYX pRYM

,PXQRIOXRUHVFHQFLMD ,) MH pHVWR NRUL&GWHQD PHWRC(
RGUHYHQRP WNOXEDMXRYFRVWPRUWDOQRP WNLYX PR]JD ,) RPF
VH SRVWLaH EROMD GHWHNFLMD VSHFLILPQRJ DQWLJHQD
lokalizacija HuD proteina u privremenim fetalnim zonama stijenke fetalnog telencefalon& g&pV D N
WNLYR NRUL&AWHQR |D DQDOL]X VH WUHEDOR ILNVLUDWL GD E
VWDQLpPpQX VWUXNWXUX 1DGDOMH ILNVDFLMRP VH SRVWLAaH
LQWHUDNFLMX VD VSHEDIRPXLYPD Q MRIVWKNALLYNDH OIRNWWLUDQD WNLYI
QD VREQRM WHPSHUDWXUL GR HNVSHULPHQWDOQH DQDOL]F
PLNURWRPD UH&AX QD WDQNH SUHVMHNH RG GR —P QDNRAC

DeparafinL ] DFLMD XNOMXpXMH XUDQMDQMH WNLYD X ;\ORO X] G
KLVWRORANL UH]JRYL WUHWLUDMX VLOD]QLP VOLMHGRP DONR
2x5 minuta i 70 % EtOH 1x5 minuta. Nadalje, slijedi ispiranje preparatxPBS u vremenu od 10
PLQXWD =D YULMHPH LVSLUDQMD SULSUHPL VH FLWUDWQL S
NRMD VH |DWLP SRPLMHa&PR2V 6 PMHV®HYMW SERMWIFORALMHAD QD PL
LVWRYUHPHQR SRUGH drledrost@dbi=8)-HNakon pripreme slijedi iskuhavanje preparata
X FLWUDWQRP SXIHUX pLPH VH RPRJXUiXMHpratuijéld®odglQwdatiH S L W
]D FLOMDQL SURWHLQ ,VNXKDYDQMH SRGUD]XeWMdsE nuterJUL M
tog vremena dokapava par kapi destiliran? HNDNR EL VH VPDQMLOR NOMXpDQM!|
SRQRYQR VWDYL QD : X PLNURYDOQX SHUQLFX QD PLQXW
NDSL GHVWLOLUDQH YR Grigj tehipdviaRu@ ol BDDnjrtit@, MlipdiQspiranfe u 1xPBS
uz tri izmjene po 10 minuta. Za vrijeme ispiranja, potrebno je pripremiti otopinu za blokiranje
QHVSHFLILPpQLK DQWLJHQD NRML VH YH&X ]D VYH SURWHLQH
BSA, 0,5 % TRITONa X-100 u 1xPBS. Bitno je naglasiti daje ssrhaPBSRGUaDYDQMH S+ V
RNROL&D GRN 7ULWRQ SUHGVWDYOMD GHWHUJHQW NRML R
SURWHLQL PRJOL XuL X VWDQLFX 1D N RfepQratith® SODnkubiiaddD R W

sata na sobnoj temperaturi.
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Metoda imunofluorescencije (IF) podrazumijeva primjenu jednu od dvije metode IF: direktnu ili
indirektnu. Direktna IF primjenjuje direktnu konjugaciju fluorofora na primarnom protutijelu koje
stupaX LQWHUDNFLMX VD VSHFLILPQLP DQWLJHQRP GRN LQGLULE
SURWXWLMHOD ]D VSHFLILpQL DQWLJHQ D ]DWLP IOXRURIRUF
konjugira s primarnim protutijelom (Kyuseok i sur. 2019).ovom diplomskom radu koristila se
LQGLUHNWQD PHWRGD ,) 1DNRQ LQNXEDFLMH SUHSDUDWD X |
DSOLNDFLMD SULPDUQRJ SURWXWLMHOD X LVWRM RWRSLQL
primjenjena u r34OLPLWLP NRQFH@WUD LD RB y BQMMXH] 1 X WH |LMW i H

1DNRQ DSOLFLUDQMD SULPDUQLK SURWXWLMHOD QD KLV
QD f& X SRNORSOMHQRM YODAQRM NRPRUL

6OMHGHUL GDQ XUM]R8M6/H [LVBLQ QDNRQ pHJIJD VOLMHGL
podrazumijeva inkubaciju fluorescentnih protutijela u otopini za blocking. U ovom diplomskom radu
koristila su se komercijalno dostupna sekundarna AlexaFluor protutijela: AF555 (fluoresaransrve
bojom), te AF488 (fluorescira zelenom bojom). Nakon inkubacije od 2h na sobnoj temperaturi, slijedi
SRQRYQR LVSLUDQMH KLVWRORANLK UH]JRYD X [3%6 X WUDM|I
autofluorescencije preparati nakapali s otopinom duenclrueBlack™. Preparati se nakon
dokapavanja ponovno ispiru u 1xPBS uz tri izmjene po 10 minuta, a nakon toga slijedi pokrivanje

preparata pokrivalom sa DAPIljem (Vectashield with DAPI).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

CiliovRJ GLSORPVNRJ UDGD ELR MH EVANVIUDEAWLPpE MB QWHNV B O RXC
SLUDPLGQLK QHXURQD WLMHNRP UD]YRMD P Rnp3iuhtidizdeij¢ R G QR
(ISH) i imunofluorescencije (IF) analizirali smo ekspresijskirazacELAVL4 mRNA i njegova
NRQDPQRJ SURGXNWD HNVSUHVLMH SURWHLQD +X' X SULY
WHOHQFHIDORQD WLMHNRP SUHQDWDOQRJ UD]J]YRMD PRAGDQF

6SHFLILPQL FLOMHYL
t Metodom in stu hibridizacije analizirati obrazac ekspresije mMRNA.AVL4 gena u

privremenim fetalnim zonama stijenke telencefalona: VZ, SVZ, 1Z, SP, KP i MZ tijekom
IHWDOQRJ UD]J]GREOMD UD]YRMD PRAGDQH NRUH pRYMHI
1 Metodom imunofluorescencije prikazati obrazac ekggr&@&NA-YH] XM XiUHJ SURWHL
X VWDQLFDPD SULYUHPHQLK IHWDOQLK JRQD WLMHNRP
NRUH SRPRUX NRPHUFLMDOQRHUWRVWXSQRJ SURWXWLMH

4.1. Analizain situ hibridizacijeELAVL4produkta tijekom prenatalnog razvoRaGDQH NRUH
PRYMHND

IDNRQ SURYRYHIWMKOLPHMWRGBFLMH XVSMH&EQR MH SULND]DQ
ELAVL4 JHQD QD NRURQDUQLP L KRULIRQWDOQLP SUHVMHFLPD
srednje fetalnog razdoblja. RXOWDWL VX YL]XDOL]JLUDQL SRPRUX VNHQHU
56 XUHyYyDMD NRML RPRJXUXMH DQDOL]X KLVWRORANLK SUHS
UHJROXFLMH G6NHQLUDQH VOLNH SUHSDUDWD VX SRWRP DQD
pregled slika mikroskopske rezolucije.

51$ SURED R]QDpHQD ',*RP VH YHAH ]D HENAVBAYerRLRERU@EH P51 9
iVWUDALYDQMD S prikatj] BkQoresuDnRNEL AL 4gena u ranom fetalnom razdoblju
WLMHNRP L mu7 fe=tije®dinl 1o HNZ mRNAELAVL4 gena detektirana manje
intenzivnim signalom u formiranoj VZ, SVZ, 1Z i KP dok u MZ signal nije vidljiv. U 11. TNZ signal
MH MDpH LQWHQ]JLYDQ SRVHELFH X ,= L .3 @&WR VH PR&H XRpL
GR SRMDpDQHAYMPSUHVIGBMH VH RGYLMD SUROLIHUDFLMD PD\
SUROD]H VYRMX |DGQMX PLWRWLpPNX GLREX 1DNRQ |]DGQMH
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SLMDOQRM SRYUALQL L SXWXMX &R NRRIUNROHGQWR D RGWDB GR &
X VWDQLFDPD SULND]DQLP QD VOLFL PRAaHLXR{genH LTiekDBIE L M H
ranog fetalnog razvoja u stijenci fetalnog telencefalona prisutd X VOMHGHUOH IVXWIEZOQH ]F

KP i MZ.

10 TNZ

=, A ST Mz

‘ b5 »
LY 4 2 & 4 . [ - S Y
. ;¢ } > 0 / : .
V. ¢ 3 . < e - " g T O8G R P e % J ek
f 23 Cond) 4 vSEEY W s s P inn, ol W
way - e RO 2 s ‘ Bap 59 &

A,

2 1z §2% iR, AR e IZ
SVZ Bt o el NSV Z,
"L'
d VZ | -

Slika 5. Obrazac ekspresije MRNELAVL4 JHQD QD NRURQDUQRP SUHVME
KHPLVIHUH pRYMHN®OXLND I$ SUELND]XMH NRURQDUQL SUHVMHN
GRN MH R]QDpHQL GLR SULND]DQ FUWWHORMERMRP XY 6QDKQDQI
XYHUDQ SULND] OLMHYH PRAGDQH KHPLVIHUH L SULND] SULY
PRYMHND PMHULOR —P 6OLND % SULND]XMH NRURQDUQL

PMHULOR — P BRMD|AMMDXEFHIDQL SULND] GHVQH PRA&GE
SUHQDWDOQRP UD]YRMX pRYMHND PMHULOR —P 9= YHOQV
LQWHUPHGLMDOQD ]JRQD .3 NRUWLNDOQD SORpD 0= PDU
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Srednje fetalnorazdeOMH RELOMHADYD SRMDYD SURPLQHQWQH 63 ]I
VWDQLFH SRpLQMX HNVSULPLUDWL PROHNXODUQH PDUNHUH
YROXPHQD 63 |RQH MH XYMHWRYDQR SRYHUDQLP YRKPHQRP
PDWUL[ (&0 L SRYHUDQLP EURMHP DNVRQ@D NRML SUROD]H N
EURMD SRVWPLWRWVNLK VWDQLFD NRMH SXax X] UDGLMDO
NRQDPpQRJ RGUHGLaAWD 3RYHUDQDMEHBEONRYUMDY WDORMAYDGRX G
RGUDVORJ PR]JD -XGDa L .RVWRYLU 63 VDGUAL KHWHU
JOXWDPDWHUJLPpNH QHXURQH NRMigracho i REMXMiNAIReY Bobdie UDG L
interneurone, nastali iz st&ai progenitora bazalnog telencefalona (Bystron i sur. 2008).

+LVWRORANL UH]RYIG REA @dddtratieQoim #3X1 15. TNZ na slici 6 pokazuju
intenzivniji signal u usporedbi s ranim fetalnim razdobljem. Kao produkt NBT/BCIP reakcije, plavom
bojomM RELOMHAHRAVIERIHE)) D PRJX VH XR [Bluil\pkiviéméns @il iR,
69= ,= 63 .3 LO0=SUL pHPX VH X .3 XRpDYD QDMYHUD JELMHQF
WLMHNRP 71= 63 SUHGVWDYOMWMHMRRR WDIDND & 8 R G M\DR/NDL
QD SRYHUDQ EURM VWDQLFD X WRM ]JRQL SUL pHPX QHNL
QHXURWUDQVPLWHUH GRN GUXJL MR&a SXWXMX GR NRQDpPpQR
QHXURQL MR& QLVX QL URGLOL
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Slika 6. Prikaz distribucije mMRNAALAVLAJHQD QD NRURQDUQRP SUHVMHN?
WLMHNRP L 71= 7LMHNRP 71= QD VOLFL & SULND]D¢
PMHULOR —P 1D VOLFL F rif0CihimMRQAREDAV 48dna N privEe@dninG LV W
IHWDOQLP J]RQDPD OMHULOR —P 7LMHNRP 71= QD VOL
GHVQX PRAGDQX KHPLVIHUX OMHULOR —P 60LENAVIG XYHU
gena u priviemenim fetalnim RQDPD PMHULOR —P 9= YHQWULI
VXEYHQWULNXODUQD ]JRQD ,= LQWHUPHGLMDOQD ]RQD 63

marginalna zona.

29



8 71= VLIJQDO MH XRpHQ X VYLP VORMHYLPDP,KRGWZIH PR3
6LJQDO RELOMH&HQLK VWDQLFD MH LQWHQ]LYDQ X VYLP ]RQ
ELAVL4P51$% VX WDNRYHU GLVWULEXLUDQH L X 9= L 69=

- 1z

" svz

Slika7. . RURQDUQL SUHUH] WNLYD PRAGDQH KHPLVIHU¢a X
RELOMHAHQIRSRHWEGREGL]DFLMH .RURQDUQL SUHVMIENLLRAGD
MRNA molekule eksprimirane u svim privremeno fetalnim zonama (VZ, SVZ, IZ, SP, KP, MZ) (Slika

) L1 'HVQD VOLND SULND]XMH ]Q D WP 3 WHiii Bl Q M QURDMOVEBLE I \B\A
RERMHQH VWDQLFH R]QDpPHQH VWUHOLFRP L NUX&LUHP OMHU
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1D KLVWROR&GNLP UH]JRYLPD WLMHNRP 71= VLIJQDO MH QEC
prikazuje ekspresijski obraz&t AVLAP51$% SUWIPY VH QDMMDpPpL LQWHQ]JLWHW Y

Slika 8. Obrazac ekspresijeLAVL4 mMRNA u 20. TNZ na horizontalnom presjeku desne
PRAGDQH KHPLVIHUH 6OLND ( SULND]XMH KRULJRQWDOQL SUF
XYHUDQ SULND] SQLXUR®BDQ LK 1BWDQ= 63 .3 0= VOLNH ( OM
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42. ,PXQRIOXRUHVFHQFLMVND DQDOL]D SURWHLQD +X' WLI
PRYMHND

.RULAWHQMHP LPXQRIOXRUHVFHQFLMH VPR SRNOgWWOL RE
NRUL pRYMHND RG GR 71= 1DNRQ YH]|DQMD SULPDUQRJ
sekundarna protutijela AlexaFluor 488 koje vezanjem na primarno protutijelo fluoresciraju zelenom
bojom. Time se detektirao i analizirao zeleni slgn@riviemenim fetalnim zonama tijekom ranog i
srednjeg fetalnog razdoblja. Bitho je napomenuti da se kao kontrola koristio DAPI. DAPI ima
VSRVREQRVW SURODVND NUR] VWDQLpPQX L MH]JJULQX PHPEU
odnosno par baza-A (adenn WLPLQ .RULAWHQMHP VYMHWORVWL NRMH D
nm dolazi do plavog obojenja jezgri stanica. DAMIHP MH RPRJXUHQD YL]XDOL]DFL
WLMHNRP WUD&HQMD &HOMHQRJ VLJQDOD 1DNRepar&iUseY HGH

analizirani na skeneru visoke rezolucije, Hammamatsu NanoZoomer 2.0 RS u NDP.view2 programu.

7LMHNRP UDQRJ IHWDOQRJ UD]JGREOMD L 71= QD
hemisfere vide se pet formiranih privremenih fetalnih zona: 8= ,= .3 L 0= VOLND
MH |[DGHEOMDQD SUROLIHUDWLYQD JRQD 9= GRN SRVWPLWF
SRYU&ELQL 8 71= DQWLJHQ +X' SRND]XMH QDMLQWHQ]LYQLNMN
stanice gusto zbijene, dokH LPXQRUHDNWLYQRVW PDQMH LQWHQ]LYQD
UHDNWLYQRVW a8WR MH SULND]DQR QD VOLFL 8 71= LPXQ
se WDNRRPDYD X 69= L .3 DOL QLMH ]DELOMHA&H Qridstye-HmaNj@gVLY QF
LQWHQJLYQD SUL pHPX VH XRpDYD SODYL VLJQDO a4WR R]QDbD
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Slika 9. 2EUD]DF HNVSUHVLMH DQWLJHQD +X' X SULYUHPHQ
WLMHNRP L 71= 30DYD ER M DsHRiiide Ibldnalidvja HizudlzirdartgeR E R N
HuD u privremenim fetalnim zonama. Oznake: VZ: ventrikularna zona, SVZ: subventrikularna zona,
,= LOQWHUPHGLMDOQD ]JRQD .3 NRUWLNDOQD SORpD 0= PDU
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13.115. TNZ & ubrajaju u srednje fetalno razdoblje u kojem dolazi do razvoja SP. Na preparatu
71= QDMLQWHQILYQLMD LPXQRUHDNWLYQRVW +X' SURWHL

XRpDYDMX VH ULMHWNR UDVSRUHYHQH VWIB&QIOFH1¥. TNEMdH GL QL
se imunoreaktivnost u prominentnom sloju SP, uz intenzivnu imunoreaktivnost u KP i SVZ.

2VLP |D DQDOL]X REUDVFD HNVSUHVLMH RGUHYHQRJ SURMW
NRULVWLWL L |D XWYUYLYDOWH GNMHRBORNXNBOOILPD BDNDH KG S D RIW HL C
metode dvostrukog imunofluorescencijskog bojenja. Ukoliko su se aplicirana protutijela vezala za dva
DOQOWLJHQD XQXWDU LVWH VWDQLFH GRuUL U0UH GR NRORNDOL

distiEXLUDQ X JRUQMHP VORMX 69= VOLND SULND]XMH PDU
proliferativnih stanica.

Slika 10. . RURQDUQL SULND] UH]D NUR] PRAaGDQH KHPLVIHUH
13.1 15. TNZ. Zelena boja prikazuje obrazskspresije proteina HuD. Plava boja prikazuje stanice

RELOMHAHQH QXNOHDUQLP PDUNHURP '$3, &UYHQD ERMD S|
PDUNHURP .L OMHULOR —P
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U 17. TNZ imunofluorescencijski signal antigena HuD je u SP je vrioRlab]UD&HQ ]D UD
od VZ, SVZ, IZ i KP gdje je imunoreaktnost intenzivnija.

U21. TNZGR&AOR MH GR VPDQMHQMD LPXQRUHDNWLYS@gRrRV WL X
MH WDN R ytdducicgiuVZ, 8FR 1Zdok je ekspresija RBP HuD i dalj@antno eksprimirana
u KP.

Slika 11. 2EUD]DF HNVSUHVLMH SURWHLQD +X' QD NRURQD
KHPLVIHUX WLMHNRP 71= L QD KRUL]JRQWDOQRP SUHVMHNX
slika SULND]XMH XYHUDRMXULKDYVWDRQUWED X 63 JRQL SUL pHPX M
R]QDpHQ QHXURQ OMHULOR —P
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4.3. Obrazac ekspresieLAVLAP51% L (/$9/ WLMHNRP SUHQDWDOQRJ U

5D]YRM PRAGDQH NRUH REXKYDuUD QL] KLMJ&RILUH @igra¢fjUNL K S
QHXURQD GLIHUHQFLMDFLMX L VDJULMHYDQMH QHXURQD X
FLWRDUKLWHNWRQVNX DJUHJDFLMX VSHFLILPpQLK VXESRSXC
mijelinizaciju. Tijekom prenatalnog razdobljhistogenetski procesi se vremenski i prostorno
SUHNODSDMX aWR RPRJXUXMH UD]JYRM NRUWLNDOQH ODPLQDI
L IHWDOQR UD]J|GREOMH PR]JD SUHGVWDYOMD NULWLPDQ SH!
KortikogenelD MH VWURJR UHJXOLUDQD JHQVNRP HNVSUHVLMRP
WUDQVODFLMH WH HSL-VAQBIGMWNH. PEPE MR D NUHH IXFODONF LMD LPLC
razvoja korteksa (Lennox i sur., 2017). U pwanskripcijske mehanizenspada aktivnost RNA
YH]XMXiUHJ SURWHLQD RGQRVQR DQWLJHQD +X +X' XNOMXpH
MH GMHORPLpPQR SR]QDWD XORJD RYRJ 5%3 SURWHLQD MRa X
proteina tijekom prenatalnog raza.

In situ hibridizacijom smo pokazali obrazac ekspre&jeAVL4 P51$% X PRAGDQRM NRUL
prenaténog razdoblja. Dobiveni podaci ovog diplomskddDGD SULND]XMX GLQDPLp
ekspresijELAVLAP51$ L]PHY X L 71= 3 UL Nipeptikazaintehzi®R J O D
ekspresiju MRNALAVL4AIJHQD L]PHYVYX L 71= @&WR MH X VNODGX V GF

objavljene studije (Popovitchenko i sur. 2020).

OHWRGRP LPXQRIOXRUHVFHQFLMH MH SULND]DQ tiRlD]DF
UDQRJ L VUHGQMH IHWDOQRJ UDJ]GREOMD X SHULRGX L]PHYVYX
ekspresijski obrazac ovog proteina u priviemenim fetalnim zonama. Dobiveni rezultati prikazuju da je
tijekom 10. i 11. TNZ HuD imunoreaktivnosgjintenzivnija u SVZ i KP, dok jejgkom 13. 1 15. TNZ
osim u SVZ, SP i KBlaba immoreaktivnost vidljiva i u VZ17. TNZ intenzivhamunoreaktivnost je
] D E L O MdalG@ithl Q\LZ, a tijekom 21. TNZ dolazi do redukcije signala u svim zonasia u KP

Rezultati ovog diplomskog rada pokazali su da se obrazac eksfitesj}d 4mRNA i ELAVL4
X DQDOL]JLUDQLP SULYUHPHQLP IHWDOQLP JRQDPD WLMHNRP |
]JOQDWQR SRYHUDQD X 9= X NDVQLMLP |D]DRD dekHijEKOMR taHil@gH ]H  V
VWDGLMD UD]JYRMD L 71= QLMH ]JDELOMHAHQD UF
S druge strane, ekspresd AVLAmRNA se pokazala eksprimiranom u VZ tijekom cijelog perioda
ranog i srednjeg fetalno@fGR E O M D , obEapaR ghspsesije ELAVL4 u SVZ i KP je znatno
SRYHUDQ WLMHNRP UDQL M 17.U 21} WRAVpDsutad Kighabbthzac &¥dphddijeN
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proteina HuD je ostao relativno isti u I1Z i SP tijekom svih analiziranih faza razvojalj®aat@aliza
in situ hibridizacije prikazuje ekspresigLAVL4P51$% pLMD MH QDMYHUD HNVSUHVL
13.117. TNZ u svim privremeno fetalnim zonama, a posebice u KP. U rano fetalnom razdoblju tijekom

L 71= QDMYHUD HWMNWYZSIVHANAiMPDkofaHe MeRorm stednje fetalnog razvoja
RVWDOD UHODWLYQR QHSURPMHQMHQD $QD ELARRMRNAXOWD
HNVSULPLUDQD X SRMHGLQLP IDIDPD UD]YRMD PR]JD QLMH
translacijsle represije. Popovitchenko i sur. 2020 su prikazali da je CELF1 protein odgovoran za
regulaciju translacij&€LAVL4P51% a8WR GRSULQRVL UHJXODFLML UD]JYRMD

Rezultati ovog diplomskog rada su potvrdili rezultate dobivene u nedavnoj zmas)sswediji
Popovitchenko i sur. 2020, u kojem B&e situ hibridizacija i imunofluorescencija provodila na
SUHQDWDOQLP X]J]RUFLPD PR]JD pPRYMHND OHYyXWLP X QDY
proliferativne zone (VZ i SVZ), dok smo mi analizirali BflOX PRAGDQX NRUX 'DNOH
SR]QDWR GD VX 5%3 L] SRURGLFH +X +X' XNOMXpHQL X UD]Y
WLK SURWHLQD X SUHQDWDOQRM PRAGDQRM NRUL pRYMHND (
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5.=%$./-8y%.

Na tHPHOMX GRELYHQLK UH]XOWDWD SUREMAVDAYUDpeMataojH NV S
PRAGDQRM NRUL PRaH VH |IDNOMXpLWL VOMHGHUH

1 In situ hibridizacijom pokazali smo obrazac ekspredjeAVL4 mMRNA u privremenim
fetalnim zonama mozga tijekom ranog (1@. TNZ) i srednje fetalnog razvoja (:31. TNZ).
ELAVLAP51% VH SRND]DOD HNVSULPLUDQRP X VYLP JRQDPD
i17. TNZ.

+ OHWRGRP LPXQRIOXRUHVFHQFLMH VPR SRND]DOL GLQDP
(ELAVL4) od 10. do 21. TNZX SULYUHPHQLP IHWDOQLP JRQDPD PR]JI

+ SBURWHLQ +X' MH WLMHNRP UDQRJ IHWDOQRJ UD]JGREOM

priviemenim fetalnim zonama: SVZ i KP, dok njegova reaktivnost nije detektirana u VZ.

1 Tijekom srednje fetalnog razbdipa najintenzivniji signal HuD proteina je detektiran u VZ (od
17.TNZ)iM= ]RQL SUL pHPX MH GHWHNWLUDQD L HNVSUHVLM

+ Rezultati su pokazali da iako je eksprimir&iaAVL4P51% QLMH QXAaQR HNVSULP
+X'" aA@WR V XJH U tegrbsdsd tiansatWEQAVVAMRNA.

1 Rezultati diplomskog rada su u skladu s rezultatima nedavno objavljene studije (Popovitchenko

i sur. 2020), u kojima se HuD (ELAVL4) pokazao kao molekularni marker ventralne radijalne

glije tijekom srednjeg fetalnogzdoblja.
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7. PRILOZI

AS - alternative splicinghrv. alternativho procesiranje

BA - Brodmannarea KUY %URGPDQRYR SRGUXpMH

BSA - bovine serum albumin KUY DOEXPLQ JRYHYHJ VHUXPD

DAPI - « -diamidinc2-phenylindolehrv. — -diamidino2-fenilindol

DNA - deoxyribonucleic acidhrv. deoksiribonkleinska kiselina

ECM - ekstracelularni matriks

ELAVL4 - Embryonic Lethal Abnormal Vision phenotype

GABA -gamaDPLQRPDVODpPQD NLVHOLQD

SSDNA- salmon sperme DNAyv. DNA sperme lososa

IF - imunofluorescencija

ISH - in situ hibridizacija

IZ - intermedijalna zona

KP- NRUWLNDOQD SORDpPpD

MABT - maleic acid buffer containing Tween 2 UY SXIHU PDOHLQVNH NLVHOLQF
mMRNA- PHVVHQJHU JODVQLpPpND ULERQXNOHLQVND NLVHOLQD
RBP- RNA binding proteinsKUY 51% YH]XMXi0L SURWHLQL

RNA - ribonucleic acid hrv. ribonukleinska kiselina

RRM - RNA recognition motifs KUY 51$% SUHSR]QDYDMXuL PRWLYL
MZ - marginalna zona

PBS tphosphatéuffered salinghrv. puferirana otopina fosfatnih soli

PP- preplate zona

346 SHULIHUQLta&YLYpDQL VXV

SP- subplate zona

SSC- salinesodium citratehrv. otopina soli natrigitrata

SVZ - subventrikularna zona

646 VUHGLAQML aLYpDQL VXVWDY

TNZ- WMHGDQ QDNRQ ]DpHUD

TRIS - trishydroximetylaminmetandrv. trishidroksimetilaminometan
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UTR - untranslated regionKUY QHWUDQVODWLUDMXuD UHJLMD

VZ - ventrikularna zona
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Izjava o izvornosti

Izjavljuiem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj izradi

nisam koristd drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.

Ime i prezime studenta
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