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1. UVOD

Neurogeneza je proces stvaranja ziv€anih stanica iz neuralnih mati¢nih i neuralnih
progenitorskih stanica najizraZenija u prenatalno doba kad se razvija mozak. Neuralne
mati¢ne stanice su samoobnavljaju¢e 1 multipotentne, te iz njih nastaju neuralne
progenitorske stanice koje se diferenciraju u ciljne stanice — neuroblaste i glioblaste
(Alenzi i Bahkali, 2011; Temple, 2001).

Donedavno je bilo prihva¢eno misljenje da se Ziv¢ane stanice kraljeznjaka ne mogu
obnavljati, odnosno da sinteza neurona prestaje nakon rodenja. Upravo je ta pretpostavka
imala utjecaj na lijeCenje bolesti ili ozljeda mozga jer se smatralo da su oste¢ene stanice
nepovratno izgubljene(Gajovi¢, 2012). 60-tih godina je Joseph Altman, koristeci
timidinsku autoradiografiju na stakorima, osigurao dokaze da je ta pretpostavka netocna i
da u mozgu sisavaca nastaju novi neuroni. Neuralne mati¢ne stanice se mogu aktivirati i

nadomjestiti propale neurone diferencijacijom(Altman, 1962).

Od tada, otkriveno je da se proces odvija i kod drugih skupina Zivotinja, vodozemaca,
gmazova, ptica i riba. Ovakva adultna neurogeneza razlikuje se izmedu skupina zivotinja.
Kod visih kraljeznjaka, odnosno sisavaca, broj novonastalih neurona je puno manji u
odnosu na ukupan broj neurona u mozgu i do neurogeneze dolazi samo u dvije regije u
mozgu: subgranularnoj zoni dentatne vijuge hipokampusa i u subventrikularnoj zoni koja
okruzuje lateralne ventrikule (uglavnom u prednjem dijelu ventrikula) (Altman, 1969).
Neuralne mati¢ne stanice u subventrikularnoj zoni daju neuralne progenitorske stanice koje
zatim migriraju do bulbus olfactorius i tamo diferenciraju u neurone. Te neuralne mati¢ne
stanice su dijelom zasluzne za nastajanje novih neurona za mjesta ozljede mozga
(Kishimoto i sur., 2012).

Sposobnost regeneracije odraslog mozga ide u nekoliko koraka: proliferacija neuralnih
progenitorskih stanica i1 njihova migracija do oSte¢enih mjesta u mozgu, diferencijacija u
ciljne stanice neurone, mogucnost opstanka i integracije u neuralne krugove. U mozgu
sisavaca, djelotvornost takve regeneracije je iznimno mala(Arvidsson i sur., 2002).Nakon
ozljede mozga, iako dolazi do pojaCane proliferacije neuralnih mati¢nih stanica,
naposljetku je ta neurogeneza nedovoljna i nastaje glijalni oziljak. Oni popunjavaju
praznine nastale oSteCenjem mozga i inhibiraju rast aksona i mijelinizaciju(Fawcett i
Asher, 1999).



Kod nizih kraljeznjaka, anamniota, neprestano nastaju novi neuroni u brojnim
podruc¢jima mozga. Ventrikularna zona telencefalona kod gmazova, ptica i riba je podrucje
velike neurogeneze. Odli¢an primjer je zebrica, Danio rerio. U ventrikularnoj zoni
telencefalona nastaju progenitorske stanice, slicne onima iz subventrikularne zone
lateralnih ventrikula kod sisavaca koje migriraju do bulbus olfactorius (Kishimoto i sur.,
2012).

Zebrice imaju neuralnu regeneraciju nakon ozljede u sredi$njem Ziv€anom sustavu, za
razliku od sisavaca. Nakon ozljede, dolazi do pojacane proliferacije neuralnih mati¢nih
stanica, ali ne nastaje glijalni oziljak pa novonastale stanice mogu popuniti praznine na

oSte¢enim mjestima(Kishimoto i sur., 2012).

Kao posljedica neurodegenerativne bolesti i odumiranja velikog broja stanica, kod
sisavaca je proliferacija mati¢nih stanica znatno smanjena $to uzrokuje veliki gubitak mase
mozga(Kizil, 2018). Primjer su amiloidoze, to¢nije skupina razli¢itih bolesti koje uzrokuje
nakupljanje 8 ploca nepravilno smotanog (toksi¢nog) proteina amiloida u tkivima, pa i u
mozgu (uzrokuje Alzheimerovu bolest kod ljudi). U slucaju amiloidoze kod sisavaca
proliferacija neuralnih mati¢nih stanica je smanjena(Merlini i Belloti, 2012). lako i kod
zebrice nakupljanje amiloida uzrokuje sli¢ne simptome, razlika je u proliferaciji mati¢nih
stanica koja je pojacana i nastanku novih neurona koji opstaju unato¢ toksi¢nosti(Bhattarai
i sur., 2017). Zbog velike adultne neurogeneze i neuralne regeneracije nakon ozljede,
nastoje se identificirati mehanizmi ovih procesa, §to bi u konac¢nici dovelo do
razjasnjavanja nepostojanja tih procesa kod sisavaca i do lijeCenja ozljeda ili

neurodegenerativnih bolesti kod ljudi.

Zebrica, Danio rerio, (Slika 1.) je naj¢esée koristen model za istraZivanja neurogeneze
1 neuralne regeneracije. Poznata je po moguénosti regeneracije razli¢itih tkiva, ukljucujuci
I mozdano. Zebrice su prakticne kao model jer je njihovo odrzavanje i uzgajanje lako i
jeftino maju velik broj potomaka. Pristup njihovim embrijima je jednostavan jer se li¢inka

razvija izvan tijela majke(Dahm i Geisler 2006).
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Slika 1. Danio rerio, zebrica (Izvor Web1)

Nakon §to je dokazano konstantno nastajanja novih ziv€anih stanica u mozgu odraslih
riba, bilo je potrebno otkriti mehanizme nastanka i dalji put novonastalih stanica. Za to je
bio potreban prigodan model. 1991. Maler i sur. su objavili atlas mozga Gymnotiformes.
Time je znanstvenicima bilo omoguéeno otkrivanje toénih mjesta i zona proliferacije u
mozgu koStunjaa. Mnoga istrazivanje se provode i na vrsti Apteronotus leptorhynchus
(Slika 2.) koja je vrlo istrazena zbog elektri¢nog karaktera i ponasanja i upravo je po toj

vrsti Maler izradio atlas(Maler i sur., 1991.).

Slika 2. Apteronotus leptorhynchus (lIzvor Web 2)



2. OSNOVNI DIO

2.1. Razvoj novih stanica u mozgu kostunjaca

Proliferacija stanica je uzastopno umnazanje stanica i nastajanje novih. Ona se u

mozgu spontano dogada neprestano, ali moZze biti i potaknuta ozljedom ili bolescu.
2.1.1. Spontana proliferacija stanica

Kvantitativna analiza uzorka za stani¢nu proliferaciju u mozgu riba Apteronotus temelji
se na inkorporaciji timidinskog analoga 5-bromo-2'-deoksiuridina (BrdU) u novo
sintetiziranu DNA u mitozi. BrdU je ustvari marker mitoticki aktivnih stanica mozga.
Unosi se intraperitonalno (u trbusnu Supljinu) i traje 2h kod Apteronotus leptorhynchus i
30min kod zebrice i tu tom vremenu se inkorporira u novu DNA nastalu u S fazi mitoze
(Zupanc, 1999).

Kod A. leptorhynchus kvantitativna analiza pokazuje da u proteklom vremenu od 2h
nastaje 100 000 stanicu u cijelom mozgu. Kod zebrice, u 30min nastaje 6000 novih stanica.
To je 0,2% i 0,06% od ukupnog broja stanica u mozgu obje vrste. Oko 25%
(A.leptorhynchus), odnosno 40% (zebrica) novih stanica nastaje u telencefalonu,
diencefalonu, mesencefalonu i rombencefalonu. Ostalih 75% (A. leptorhynchus), odnosno

60% (zebrica)potjece iz cerebeluma(Zupanc i Horsche, 1995; Hinsh i Zupanc 2007).

Nasuprot tome, kod sisavaca je stopa proliferacije znatno niza. U subventrikularnoj
zoni odraslih miSeva u jednom danu nastaje 30 000 novih stanica, odnosno 0,03% od
ukupno 110 milijuna stanica u mozgu(Lois i Alvarez-Buylla, 1994).U hipokampusu
odraslih $takora broj novih stanica iznosi 9000 dnevno, odnosno 0,003% od ukupno 330

milijuna (Cameron i McKay, 2001).

U mozgu vecine odraslih ko$tunjaca, vecina mitoti¢nih stanica se nalazi u velikim
koncentracijama u malim, definiranim regijama mozga — zone proliferacije. Te zone se
nalaze na povrSini ili blizu povrSine ventrikula u mozgu. Neke zone (uglavhom u
cerebelumu) ne pokazuju direktnu povezanost s ventrikulima, jer vec¢ina njih potjece s
podru¢ja koja su na povrsini ventrikula u embrionalnom razvoju, ali zbog izvrnutog

razvoja mozga riba u embriogenezi, ti ventrikuli nestaju ili translociraju (Pouwels, 1978).



Zone proliferacije sadrze mati¢ne stanice Cije se osobine mogu pratiti uzgojem u
kulturi. Izoliranjem tih stanica i njihovim uzgojem 3-4 dana u kulturi, proliferacijom
nastaju neurosfere. MozZe se potaknuti i njihova diferencijacija (Slika 3.) u neurone i
glijalne stanice koriste¢i laminin (nekolageni glikoprotein bazalne membrane) (Hinsch i
Zupanc, 2006).

20 ym

20 um 20 ym

Slika 3. Stanice nastale iz neuralnih mati¢nih stanica izoliranih iz mozga A. leptorhynchus. Potaknuta je
diferencijacija koriste¢i laminin na neurosferama. 24h nakon kultivacije, pocinje diferencijacija u razlicite
stanice: A) GFAP-imunoreaktivne astrocite. B) vimentin-pozitivne stanice. C) Stanice koje eksprimiraju Hu
protein D) MAP2-imunopozitivne stanice. (preuzeto i prilagodeno iz Hinsch i Zupanc, 2006)

U zonama proliferacije nastaju nove stanice. U rostralnom cerebelumu, kojeg cine
cropus cerebelli i valvula cerebelli, najvise stanica nastaje u molekularnom sloju. U
kaudalnom dijelu cerebeluma, koji ¢ini eminentia granularis, najveca proliferacija je
izrazena u specificnom granularnom sloju eminentia granularis pars medialis(Zupanc i
Clint, 2003).



2.1.2. Proliferacija stanica potaknuta traumom

Proliferacija moze biti potaknuta i ozljedom mozga. Kishimoto i sur. (2012) su
proucavali proliferaciju stanica na telencefalonu zebrice nakon traume. Proliferaciju
stanica proucavali su u vremenu od 3 do 21 dan nakon ozljede. Stanice u mitozi su
identificirane po ekspresiji antigena PCNA (Slika 4.). Njihov broj je porastao u
telencefalonu i u susjednim regijama do 7. dana. Nadalje se njihov broj smanjivao do
stabilnih koli¢ina novih stanica u 21 danu. Time se pokazalo da se ozljedom potice

proliferacija stanica na mjestu ozljede i na susjednim mjestima (Kishimoto i sur., 2012).

Kontrola 3 dana nakon ozljede ___

Slika 4. Proliferacija stanica potaknuta ozljedom telencefalona zebrice. Detekcija antigena PCNA. Istockano
zaokruzZeni dijelovi ukazuju na mjesto ozljede. A) kontrola. A') kontrola, uvecano. B) 3 dana nakon ozljede.
B'") 3 dana nakon ozljede, uvecano. Strelice ukazuju na pojacanu proliferaciju. Uocava se pojacana
proliferacija stanica u blizini mjesta ozljede i u ventrikularnoj zoni telencefalona (V). (preuzeto i prilagodeno
iz Kishimoto i sur., 2012)

2.1.3. Migracija i usmjeravanje novonastalih stanica

A. leptorhynchus novo sintetizirane stanice migriraju od mjesta nastanka do ciljnih
mjesta koja se nalaze u 3 odsjeka cerebeluma (Zupanc i sur., 1996) (Slika 5). To su slojevi
granularnih stanica u corpus cerebelli i u valvula cerebelli pars lateralis i pars medialis
(Zupanc i Clint, 2003).
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Slika 5. A. leptorhynchus. Generacija u rostralnom cerebelumu i distribucija novih stanica, oznacenih s BrdU,
prikazanih kao crne toCke. Prikazana distribucija i gusto¢a novih stanica 2h, 8h, 2 dana, 5 dana, 10 dana i 28
dana nakon uno$enja BrdU. CCb-gra — granularni sloj strukture cropus cerebelli; CCb-mol — molekularni
sloj strukture cropus cerebelli; VCbl-gra — granularni sloj strukture valvula cerebelli pars lateralis; BCbl-mol
— molekularni sloj strukture valvula cerebelli pars lateralis; VCbm-gra — granularni sloj strukture valvula
cerebelli pars medialis; VCbm-mol — molekularni sloj strukture valvula cerebelli pars medialis
(preuzeto i prilagodeno iz Zupanc i sur., 1996).



Vecina stanica nastala u eminentia granularis pars medialis migrira kroz susjedni
molekularni sloj do drugog granularnog sloja — eminentia granularis pars posterior (Slika
6). Vecina novonastalih stanica uspijeva migrirati do ciljnog odrediSta unutar 10 dana od

inkorporacije BrdU(Zupanc i Clint, 2003; Zupanc i sur., 1996).

Slika 6. Adultna neurogeneza u kaudalnom cerebelumu vrste A. leptorhynchus. Nove stanice su oznacene s
BrdU, prikazane kao crne tocke. Prikazana distribucija i gustoc¢a novih stanica 2h, 8h, 2 dana, 5 dana, 10 dana
i 28 dana nakon unosenja BrdU. EGm-gra — granularni sloj strukture eminentia granularis pars medialis.
EGp-gra — granularni sloj strukture eminentia granularis pars posterior; mol — molekularni sloj strukture
corpus cerebelli(preuzeto i prilagodena Zupanc i sur., 1996).



Putevi migracije kod A. leptorhynchus i kod zebrice imaju neke zajedni¢ke osobine,
poput migracije novonastalih stanica iz proliferacijskih zona u molekularnom sloju corpus
cerebelli i valvula cerebelli u granularne slojeve (Zupanc i sur., 2005), ali se i razlikuju.
Razlika je u putu migracije stanica iz kaudalnog cerebeluma. Kod zebrice, stanice nastale u
granularnom sloju strukture lobus caudalis (analog eminentia granularis pars medialis) ne
migriraju. Dok 70% stanica iz eminentia granularis pars medialis migrira, 30% ne migrira
i takvo ponaSanje pokazuju i stanice iz lobus caudalis zebrice. Nedostatak migriranja
najvjerojatnije postoji zbog Cinjenice da je koli¢ina novonastalih stanica u lobus caudalis
puno manja nego u drugim proliferacijskim zonama zebrice, u odnosu na koli¢inu
novonastalih stanica u eminentia granularis pars medialis kod A. leptorhynchus(Zupanc i
sur., 2005). Razlika u proliferaciji tih dviju struktura vjerojatno postoji zbog dovodenja
elektri¢ne energije u granularni sloj strukture eminentia granularis pars posterior kod

Gymnotiformes (A.leptorhynchus) (Sas i Maler, 1987), ¢ega nema kod zebrice.

Migraciju stanica iz zone proliferacije do ciljnih odrediSta potpomazu radijalna glijalna
vlakna (Zupanc i Clint 2003). Ona tvore dvije populacije — jedna imunopozitivha za
glijalne fibrilarne kisele proteine (Glial fibrillary acidic protein — GFAP), druga za
vimentin. Distribucija ovih dviju populacija se donekle razlikuje. Moguce je da radijalna
glijalna vlakna u toku svog razvoja, najprije eksprimiraju vimentin, a dok se njegova
ekspresija postupno smanjuje, povecava se koli¢ina GFAP-a(Voigt, 1989). U sva tri
odjeljka cerebeluma, obje populacije radijalnih glijalnih vliakana ocrtavaju put novonastalih
stanica dok migriraju. Pretpostavka da radijalna glijalna vlakna potpomazu migraciju
novonastalih stanica jo$ je podrZana rezultatima eksperimenta gdje se koristilo oznacavanje

s BrdU i GFAP (Slika 7.).

Slika 7. Radijalna glijalna vlakna vode nove stanice u cerebelumu vrste A. leptorhynchus. 2 dana nakon
unosenja BrdU. Crvena boja i strelice prikazuju nove stanice oznacene s BrdU, zelena boja prikazuje
radijalna glijalna vlakna oznacena s GFAP. Nove stanice i radijalna glijalna vlakna su jedna do drugih.
(preuzeto i prilagodeno iz Zupanc 2001).



Dva dana nakon inkorporacije BrdU, riba se zrtvuje, stanice oznacene s BrdU se

pokazuju u apoziciji s radijalnim glijalnim vlaknima oznacenima s GFAP (Gheteu i

Zupanc 2001).

Kishimoto i sur. (2012) su osim proliferacije nakon ozljede u telencefalonu zebrice,
proucavali i migraciju neuralnih progenitorskih stanica na ciljna mjesta. U normalnim
uvjetima, ventrikularna zona telencefalona konstantno opskrbljuje bulbus olfactorius
novim stanicama. OznaCavanjem s BrdU, mogli su pratiti migraciju stanica iz
ventrikularne zone telencefalona do mjesta ozljede. Odmah nakon ozljede, velik broj
stanica uocen je u ventrikularnoj zoni telencefalona. 3 dana nakon ozljede, stanice su
uocene u regijama subpallium i pallium telencefalona, koje ¢ine poveznicu ventrikularne
zone telencefalona s mjestom ozljede. U sljede¢im danima, broj oznacenih stanica se
smanjuje u ventrikularnoj zoni telencefalona, te u subpallium i pallium. Sve je vise

oznacenih stanica u mjestima u blizini mjesta ozljede(Slika 8).

Broj stanica oznacenth s BrdU se s vremenom smanjio u ventrikularnoj zoni
telencefalona jer su migrirale u mjesto ozljede preko puta koji ukljucuje subpallium i

pallium.

BrdU 4h

A/

Voda bez
Rrdll

v

Analiza 0, 3, 7,
10, 14 dana
nakon lezije

Slika 8. Distribucija stanica ozna¢enih s BrdU u telencefalonu s ozljedom. A) ribe su drzane u vodi s BrdU 4
sata, zatim je stvorena lezija, analiza u viSe navrata. B-E) sekcija mozga u kojima se analizirala koli¢ina
BrdU-oznacenih stanica 0, 3, 7 i 10 dana nakon lezije. Strelice prikazuju mjesta velike koli¢ine BrdU-
oznacCenih stanica. IstoCkano zaokruzene regije prikazuju mjesto ozljede. B'-E') bliza snimka; VZ —
ventrikularna zona telencefalona; Sub — subpallium; Pa —pallium; (preuzeto i prilagodeno iz Kishimoto i sur.,
2012).
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2.1.4. Uloga apoptoticke smrti stanica

Nakon dolaska na ciljna mjesta u cerebelumu, gusto¢a novih stanica se smanjuje za oko
50% u vremenu 4-7 tjedana nakon njihovog nastanka (Slika 9.)(Zupanc i sur. 1996;
Zupanc, 1999). To se pripisuje apoptotickoj smrti stanica — procesu programirane smrti

stanica kod mnogostani¢nih organizama te ona nije posljedica neke traume i strogo je

regulirana.
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Slika 9. Gustoca stanica oznacenih s BrdU kroz vrijeme nakon uno$enja BrdU u granularnim slojevima 4
odjeljka cerebeluma vrste A. leptorhynchus. CCh-gra — granularni sloj strukture corpus cerebelli

VCbl-gra — granularni sloj strukture valvula cerebelli pars lateralis; VCbm-gra — granularni sloj strukture
valvula cerebelli pars medialis; EGp-gra — granularni sloj strukture eminentia granularis pars posterior
Novosintetizirane stanice najvise migriraju u te 4 regije. Nakon 4-7 tjedana (25-50 dana) nakon generacije
stanica njihova gustoéa se smanjuje, nakon ¢ega broj stanica ostaje relativno stalan. (preuzeto i prilagodeno
iz Zupanc, 1999).

Navedeni princip eliminacije stanica je pretpostavljen zbog rezultata eksperimenta u
kojem 3-OH krajevi DNA metodom TUNEL (eng.

deoxynucleotidyl-transferase-mediated dUTP-biotin nick end-labeling) koja detektira

su  markirani terminal
lomove DNA tijekom apoptoze (Gavrieli i sur., 1992). Primjenom TUNEL metode na
mozgu A. leptorhynchus primjecuje se velik broj stanica u apoptozi u granularnim
slojevima triju odjeljaka cerebeluma, dok je u molekularnim slojevima apoptoze
malo(Soutschek i Zupanc, 1996).
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Iz toga se zakljuCuje da je apoptoticka smrt stanica mehanizam regulacije broja

novonastalih stanica nakon $to se one nadu na ciljnim podrucjima u cerebelumu.
2.1.5. Opstanak novih stanica

Pitanje vijeka novonastalih stanica proucen je kod dvije vrste — A. leptorhynchus i

zebrice, Danio rerio.

U mozgu A. leptorhynchus sve nove stanice koje nisu eliminirane apoptozom,
nastavljaju funkcionirati cijeli zivotni vijek ribe. To potvrduju eksperimenti u kojima je
upotrjebljen BrdU koji traje do 440 dana, a to je duljina vremena polovine odraslog Zivota
vrste (Zupanc i sur., 1996). Uz dugoro¢no prezivljavanje stanica, zajedno sa konstantnim
nastajanjem novih stanica, dolazi do trajnog rasta cijele mozdane mase (osim kod starijih
riba) $to je usporedno s rastom cijelog tijela vrste(Slika 10.).Dok se masa tijela poveca s 1g
na 169, broj stanica mozga se udvostru¢i; s 5x107 na 1x10%(Zupanc i Horschke, 1995;
Zupanc, 2001).

Nove stanice zebrice u velikom broju regija u mozgu pokazuju dugoro¢no
prezivljavanje od najmanje 292 dana, dok je njihov zivotni vijek oko 3,5 godina (Zupanc i

sur., 2005). ovih 292 dana pokriva Cetvrtinu cijelog Zivotnog vijeka.

I u mozgu sisavaca je uoc¢eno dugoro¢no prezivljavanje novih stanica — u granularnom
sloju hipokampusa odraslog miSa, novi neuroni prezivljavaju oko 11 mjeseci, odnosno

polovinu zZivotnog vijeka miSa (Kempermann i sur., 2003).
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Slika 10. A) ukupan broj stanica u mozgu i B) masa mozga naprema masi tijela A. leptorhynchus.
(preuzeto i prilagodeno iz Zupanc, 2001)
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2.1.6. Neuralna diferencijacija

Za otkrivanje diferenciranja novih stanica kod zebrice, provedena su istrazivanja koja
koriste  dvostruko oznaCavanje kombinacijom anti-BrdU imunohistokemije i
imunobojanjem neuron-specificnog protein Hu. rezultati dokazuju da 9 mjeseci nakon
unosenja BrdU, oko 50% svih novih stanica eksprimira protein Hu (Zupanc i sur., 2005;
Hinsch i Zupanc, 2007). Te nove stanice su obilne u dorzalnom telencefalonu, ali postoje i

u drugim regijama mozga.

50% svih stanica oznac¢enih s BrdU, nakon 7-10 mjeseci nalazi se u granularnom sloju
corpus cerebelli i valvula cerebelli pars lateralis i pars medialis. Prema tome se moze
zakljuciti da nove stanice diferenciraju u granularne stanice. To je dokazano oznacavanjem
kombinacijom BrdU i neuronalnog pracenja na A. leptorhynchus(Zupanc i sur., 1996) i na
zebrici (Zupanc i sur., 2005). Granularne stanice su retrogradno pra¢ene od granularnog
sloja do molekularnog sloja, §to znaci da su ugradene u postojeé¢e neuralne mreze neurona

cerebeluma.

Kishimoto i sur. (2012) istrazili su i diferencijaciju novih stanica u mjestu ozljede.
Morfologija stanica koje su migrirale se razlikovala od onih koje su u regijama oko mjesta
ozljede. Stanice u migraciji, koje se nalaze uz radijalna glijalna vlakna, izduzenog su
oblika, dok su stanice u ozlijedenim regijama okrugle §to bi znacilo da vise ne migriraju
ve¢ da su stale kako bi mogle diferencirati. Za pracenje diferencijacije tih novih stanica,
pratila se ekspresija proteina Hu. Vecina novih stanica u ventrikularnoj zoni telencefalona i
u migratornom putu ne eksprimira Hu, dok ve¢ina novih stanica u mjestu ozljede izraZzava
Hu protein (Slika 11). Sve to ukazuje na to da nove stanice koje migriraju nisu zrele i dok

se nadu u regijama kod mjesta ozljede diferenciraju u zrele neurone.
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Slika 11. Mozak zebrice, Danio rerio. Nove stanice diferenciraju u neurone na mjestu ozljede. A-C) detektira
se protein Hu oznacen plavom bojom, A) kontrola, B) 3 dana nakon lezije, C) 7 dana nakon lezije, A'-C")
blize snimke. Mjesto ozljede je isto¢kano zaokruzeno. Vecina stanica pozitivnih na Hu se nalazi u mjestu
ozljede.

(preuzeto i prilagodeno iz Kishimoto i sur., 2012).

2.2.  Neuralna Regeneracija

Proces adultne neurogeneze, koji je prethodno opisan i predstavlja generaciju neurona
u netaknutom mozgu, blisko je povezan s fenomenom neuralne regeneracije. To je
sposobnost da se zbog ozljede ili neurodegenerativne bolesti, osteceni ili izgubljeni neuroni
zamjene novim neuronima koji su tada aktivno ukljuceni u neuralne krugove u mozgu.
Regeneracija neurona takoder predstavlja razliku izmedu riba i sisavaca, posto je kod

sisavaca vrlo ograni¢ena i nakon ozljede dolazi do velikih gubitaka(Zupanc, 2001).

Zebrica, Danio rerio, ima mogucnost obnavljanja svih tkiva. U sredi$njem Zivéanom
sustavu, do regeneracije dolazi u retini, optickom Zzivcu, lednoj mozdini i cerebelumu
(Maler i sur., 1991). Regeneracija centara ljudskog mozga pomoc¢u mati¢nih stanica je cilj
mnogih znanstvenika jer bi se time omogucila terapija neurodegenerativnih bolesti poput
Alzheimerove, Parkinsonove, amiotrofi¢ne lateralne skleroze, kao i terapija nakon ozljeda
mozga ili mozdanog udara. Kod zebrice je jako izraZzena adultna neurogeneza i u usporedbi
sa sisavcima je rasirena na puno vise podrucja u mozgu. Kod A. leptorhynchus regeneracija

neurona je intenzivno proucavana na lednoj mozdini i cerebelumu.
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2.2.1. Paradigma lezija

Lezije su abnormalne promjene ili oStec¢enja tkiva uzrokovane ozljedom ili bolescu.

Lezije u razliCitim strukturama srediSnjeg ziv€anog sustava (SZS) se vrSe na vise nacina:

1) Kirursko stvaranje lezija

2) Lasersko stvaranje lezija

3) Stvaranje lezija svjetlos¢u

4) Kemijsko odstranjivanje tkiva

5) Transgena ekspresija toksi¢nih proteina

6) Transgeno tkivno-specifi¢no odstranjivanje

Svaka od ovih tehnika je pogodna za odredenu strukturu SZS-a ili vie njih.

(Fleish i sur., 2010)
2.2.1.1. Regeneracija cerebeluma A. leptorhynchus

Uzrokovanjem lezija na cerebelumu vrste A. leptorhynchus izucava se regeneracija
mozga. Paradigma lezija vidi prednost u tome $to se corpus cerebelli nalazi na vrhu mozga

i prekriva ostale dijelove mozga, osim telencefalona.

Lezije na cerebelumu se vrse kirurski, odnosno probodom preko lubanje anestezirane
ribe sa sterilnom iglom, te se time ne oStec¢uju ostali dijelovi mozga. Ubod u cerebelum
dubok je oko 1mm i obuhvaca i molekularni i granularni sloj corpus cerebelli(Slika 12)
(Zupanc i sur., 1998; Zupanc, Zupanc, 2006b).

_ CCB-mol (d)

VCb-gra

Slika 2. A) postrani pogled na mozak A. leptorhynchus. CCb — corpus cerebelli se nalazi da vrhu mozga i
prekriva sve osim telencefalona (Tel), pa se lezije lako vrSe na tom dijelu mozga bez ostecenja drugih
dijelova. B) poprecan prerez kroz corpus cerebelli napravljen na mjestu koje prikazuje strelica na slici A),
strelice na slici B) prikazuju mjesto lezije, proteze se preko molekularnog sloja dorzalnog dijela (CCB-
mol(d)) i granularnog sloja (CCB-gra) (Zupanc, Zupanc, 2006b)
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Bojanjem po Nisslu pokazalo se da prvotni put uboda igle postaje sve manji kroz
vrijeme i nakon nekoliko tjedana nestaje. To ukazuje na brzo obnavljanje neurona nakon

lezije (Zupanc i sur., 1998).
2.2.1.2. Regeneracija telencefalona zebrice

Kishimoto i sur. (2012) razvili su model ozljede telencefalona kod odrasle zebrice. Da
bi uzrokovali traumati¢nu ozljedu mozga, Koristili su 27-inchnu iglu kojom su proboli
dorzoventralnu domenu jedne hemisfere telencefalona. Prate¢i ekspresiju Hu proteina,
proucavali su zamjenjuju li se neuroni u vremenu od 1 do 35 dana nakon lezije. Nakon 1
dana uocava se gubitak neurona na mjestu 0zljede. Nakon 14 dana na mjestu ozljede dolazi
do ekspresije Hu proteina, odnosno postoje stanice koje ga eksprimiraju, a istovremeno se
sama lezija smanjuje. Nakon 35 dana uocCava se znatni oporavak dijela na kojem je bila
lezija i regeneracija stanica(Slika 13). Prema tome, telencefalon zebrice se moze

regenerirati.

A 27-G needle injury area

Slika 13. Oporavak telencefalona mozga zebrice. A) prikaz stvaranja lezije, B) 0 dana nakon lezije, C) 35
dana nakon lezije, primje¢uje se smanjenje ozljede. Mjesto lezije je isto¢kano zaokruZeno. D-F) detektira se
protein Hu, D)1 dan nakon lezije, E) 14 dana nakon lezije, F) 35 dana nakon lezije. D'-F') blize snimke,
strelice prikazuju nakupljene protein Hu-pozitivne stanice na mjestu ozljede.

(preuzeto i prilagodeno iz Kishimoto i sur., 2012).
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Cini se da je taj veliki potencijal regeneracije kod ove dvije vrste posredovan s dva
procesa: eliminacijom oSteCenih stanica (Zupanc i sur., 1998) i zamjenom tih s novih

stanicama.
2.2.2. Uklanjanje oStecenih stanica

Brza eliminacija oSte¢enih stanica apoptozom je bitan proces u obnovi ostecenih tkiva
(Zupanc i sur., 1998). Upravo je to razlika u funkciji apoptoze razlikuje izmedu riba i
sisavaca. Kod sisavaca se osim apoptoze dogada i nekroza koja je ¢e$¢i nacin umiranja
stanica nakon lezija (Kerr i sur., 1987). Dovodi do upale u mjestu ozljede ¢ime je
potaknuta daljnja nekroza i nastaju Supljine bez stanica u mozgu (Zhang i sur., 1997).
Nastaju i oziljci koji okruzuju te Supljine i onemoguéuju srastanje ziv¢éanih vlakana pa i

migraciju novosintetiziranih stanica u mjesto lezije.

U vrste A. leptorhynchus, ve¢ nakon 5 min nakon nanoS$enja ozljede na cerebelumu
prepoznaju se prve stanice koje su u apoptozi. Nakon 30 min, broj stanica u apoptozi je
maksimalan. Nakon 2 dana se apoptoza smanjuje, do 20. dana kad se stabilizira na

minimalnim razinama(Zupanc i sur., 1998). (Slika 14.)

Slika 14. A-D) Stanice ozna¢ene metodom TUNEL na mjestu lezije, A'-D') stanica oznacene s DAPI
obrnutim bojanjem,

A-A") 5 min nakon uno$enja TUNEL-a, B-B') 30 min, C-C") 1 dan, D-D') 20 dana. Strelice oznac¢avaju mjesto
lezije. U prvih 30 min broj TUNEL-pozitivnih stanica se povecava, nakon 1 dana jo$ njihov broj je jos uvijek
visok, do 20 dana se smanjuje do minimuma. (preuzeto i prilagodeno iz Zupanc i sur., 1998)
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Za razliku od nekroze, koju karakterizira upala ostecenog tkiva na mjestu ozljede,
apoptozu karakterizira smanjenje stanica, kondenzacija i stvaranje Cestica okruzenih
membranom koje druge stanice uklanjaju. Upravo je zbog toga apoptoza kao proces za

eliminaciju oStecenih stanica bitna komponenta za veliku mo¢ regeneracije u ove vrste.

Ipak, mora postojati proces koji bi sprijecio nekontroliranu i nezaustavljivu apoptozu
svih stanica nakon ozljede. Moze biti da to omogucuje calbindin-D2sk Signalizacija. Ovaj
vitamin D-ovisan Kalcij-vezujuci protein postupno se sve viSe eksprimira u granularnim
neuronima u regijama okolnim mjestu lezije u vremenu od 16h do 7 dana nakon ozljede
(Zupanc i Zupanc 2006a). On djeluje puferski na slobodni intracelularni Ca?* (njegova se

koncentracija povec¢ava nakon ozljede mozga).

Mikroglija, oblik makrofaga specifi¢an za ziv€ane stanice i dio imunolo$kog sustava,
sluze za uklanjanje svih oSteCenih stanica. 3 dana nakon stvaranja lezije, gustoca
mikroglija na tom mjestu se povecava (Zupanc i sur., 2003). Nakon 10-ak dana nakon
lezije je ta gustoca najveca, a nakon 1 mjesec se stabilizira na minimalnim razinama.
Takav porast u gusto¢i mikroglija nakon stvaranja lezije znaci da su mikroglija zasluzne za

uklanjanje ostataka stanica nakon apoptoze.
2.2.3. Zamjena oStecenih s novim neuronima

Jo§ jedan bitan proces u obnavljanju oSteCenog tkiva mozga je zamjena stanica
uklonjenih apoptozom s novosintetiziranim stanicama. Te nove stanice nastaju nakon
ozljede u proliferacijskim zonama koje se aktiviraju nakon lezije, i nastaju konstantno u
proliferacijskim zona diljem mozga (Zupanc i Ott, 1999). Proliferacija nije strogo
regulirana i najviSe novih stanica se sintetizira 5 dana nakon lezije. To je zbog induktivnog
efekta uzrokovanog ozljedom. Osim toga, u obnovi o$tecenog tkiva ulogu imaju i stanice
koje su sintetizirane prije same ozljede. Oznacavanjem BrdU, dokazano je da te stanice
mogu biti stare i do 2 dana prije lezije (Zupanc i Ott, 1999). Upravo ta mogucnost da i prije
sintetizirane stanice sudjeluju i regeneraciji tkiva ukazuje na povezanost neurogeneze,
odnosno stalne stani¢ne proliferacije, i neuralne regeneracije. Time je sama regeneracija

ubrzana i to pruza ribama prednost u obnovi tkiva nakon ozljede.
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2.2.4. Migracija i diferencijacija novih stanica nakon ozljede

Iz zona proliferacije, nove stanice moraju migrirati do mjesta lezije. Kao $to je veé
spomenuto, u migraciji im pomazu radijalna glijalna vlakna. 8 dana nakon lezije, gustoca
radijalni glijalnih vlakana se znatno poveca u usporedbi s gustoCom u netaknutom mozgu
(Clint i Zupanc 2001). Radijalna glijalna vlakna se prepoznaju morfoloski i
imunohistokemijskim GFAP bojanjem. Proces migracije preko radijalnih glijalnih vliakana
se nakon ozljede uocava iskljuivo na strani mozga gdje je ozljede i najviSe u blizini
ozljede, Sto se prepoznaje po gusto¢i GFAP. 2 dana nakon, poveéava se i gusto¢a novih
stanica u navedenim podrucjima. Proporcionalnost porasta gustoée radijalnih glijalnih
vlakana 1 gusto¢e novih stanica, te njihovo pojavljivanje zajedno ukazuje na vec
spomenuto, da radijalna glijalna vlakna vode i usmjeravaju nove stanice prema mjestu

ozljede.

Vimentin u radijalnim glijalnim vlaknima u mjestu lezije se sve viSe eksprimira 15
dana nakon lezije i ostaje u velikim koli¢ina do 100 dana. Vlakna koja eksprimiraju GFAP
se uglavnom nalaze u regijama udaljenijima od lezije od onih koje eksprimiraju vimentin, a
veéina novih stanica u mjesto lezije dolazi prije eksprimiranja vimentina. Zbog toga se
smatra da vimentin ne potpomaZze migraciji novih stanica do mjesta lezije, ve¢ da ima

ulogu u diferencijaciji, razvoju, rastu dendrita itd. (Clint i Zupanc 2002).

Cijeli proces 1 svi dogadaji regeneracije neuralnih stanica nakon lezije saZeto su

prikazani na slici 15.

D Apoptoza
D> Calbindin-Dazx
CD:> Mikroglija
CD Generacija novih stanica za mjesto lezije

< I GFAP-pozitivna radijalna glijalna vlakna

q l > Dolazak novih stanica

0 500
lzvriena

T T

1000 1500 2000 2500

leziia Vrijeme nakon lezije (sati)
Slika 15 Shematski prikaz dogadaja ukljucenih u regeneraciju neuralnih stanica na mjestu ozljede mozga. 1.
apoptoza stanica na i u blizini mjesta lezije. 2. ekspresija calbindin-Dagk. 3. povecanje gustoce mikroglija.
4.generacija novih stanica koje odlaze na mjesto ozljede, stanice generirane prije ozljede su takoder
ukljuéene u proces. 5. povecanje gustoce GFAP-pozitivnih radijalnih glijalnih vlakana na i u blizini mjesta
lezije. 6. dolazak novih stanica na mjesto lezije. Osjenc¢ana podrucja prikazuju vrhunac svakog dogadaja.
Prije osjencanih podrucja su razdoblja povecanja efekta dogadaja, a nakon su podrucja smanjenja. (preuzeto i
prilagodeno iz Zupanc, 2008)
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Dokazano je da su barem dio novih stanica, koje zamjenjuje oSteCene neurone,
cerebelarne granularne stanice — koje su ujedno i tip stanica uniStene nanosenjem ozljede
(Zupanc i Ott, 1999). Koristilo se oznacavanje s BrdU i neuronalno retrogradno pracenje i
pokazalo se su novi granularni neuroni stvorili aksone i da se protezu od granularnog sloja
do molekularnog sloja u corpus cerebelli, sto sugerira da su se nove stanice ukljucile u

postojece neuralne krugove u cerebelumu.
2.2.5. Molekularni pogled na neuralnu regeneraciju

Sve do sada navedene procese u neuralnoj regeneraciji pokrece i njima upravlja velik
broj molekularnih signala. Otkrivanjem koji su to signali dolazi se do spoznaje kako
fenomen regeneracije mozga postoji kod riba, a ne i kod sisavaca, te koji su molekularni

faktori koji sprjecavaju regeneraciju mozga kod sisavaca.
2.2.5.1. ldentifikacija jednog proteina povezanog s regeneracijom

U nedavnoj povijesti, za otkrivanje molekularnih mehanizama regeneracije neurona
koristio se pristup gdje se izabire jedan protein i proucavaju se promjene u njegovoj
ucestalosti i gusto¢i nakon nanoSenja ozljede na mozgu. Biranje proteina koji ¢e se pratiti
temelji se na bar jednoj od tri teze: 1) protein koji sudjeluje u neuralnoj regeneraciji kod
jedne vrste mozda sudjeluje u regeneraciji neke druge vrste. 2) protein koji sudjeluje u
regeneraciji nekih tkiva mozda sudjeluje u regeneraciji nekih drugih tkiva, ukljucujuéi i
neuralnog. 3) protein koji usmjerava odredene korake u embrioloskom ili adultnom razvoju
netaknutih organizama moze imati funkciju u regeneraciji. Prema tim tezama su
identificirani proteini povezani s regeneracijom u corpus cerebelli kod vrste A.

leptorhynchus. (Zupanc, 2008)

Od njih, najistrazeniji je neuropeptid somatostatin, hormon koji sudjeluje u regulaciji
hormona rasta tako $to ga inhibira. ProuCavanjem somatostatina i njegove uloge u
regeneraciji cerebeluma saznalo se da mali broj stanica pokazuje imunoreaktivnost na
somatostatin u netaknutom mozgu. Ali se nakon 1 dana broj tih stanica povecao u podrucju
mjesta lezije, a nakon 2 dana je u maksimumu (Zupanc, 1999). U periodu 5-10 dana nakon

lezije, njihov se broj smanjuje do minimalne vrijednosti.

Nadalje, radijalne glijalne stanice koje u netaknutom mozgu ne pokazuju

imunoreaktivnost na somatostatin, drasticno povecaju njegovu ekspresiju u prvih 12h
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nakon ozljede, pa se u sljede¢ih nekoliko dana ta koncentracija minimalizira (Zupanc i
Clint, 2001).

Taj vremenski period, u kojem nastaje velika koli¢ina somatostatina, se podudara s
periodom kad se nove stanice generiraju. Zbog toga je moguce da somatostatin ima ulogu

u regulaciji stani¢ne proliferacije.

Ovakav pristup zahtjeva dostupnost specifi¢nih antitijela za odredivanje obilnosti
proteina, Sto moze biti komplicirano posto je vecina postojecih antitijela usmjerena prema
sisavcima pa ne bi bila uspjesna za oznaCavanje u tkivima riba. Takoder, potrebno je Cesto
pregledavanje mjesta ozljede u mozgu da bi se ustanovila ucestalost proteina, $to zahtjeva
dosta vremena i napora. Posljedi¢no tome, gotovo je nemoguce identificirati dovoljno velik

broj proteina koji bi odrazavao slozenost tih molekularnih procesa.

2.2.5.2. ldentifikacija  s-regeneracijom-povezanih  proteina  vecih

razmjera

Zbog losijih strana prethodne metode, razvijen je novi pristup za istraZivanje
molekularnih mehanizama pri regeneraciji neurona. Tim pristupom je moguce provesti
identifikaciju veéih razmjera gdje se identificiraju svi proteini ukljuceni u regeneraciju
(Zupanc i Zupanc, 2006b). Ovakav pristup je prikazan na regeneraciji corpus cerebelli

vrste A. leptorhynchus i bazira se na kombinaciji paradigme lezija i analize proteoma.

Analizom cerebelarnog tkiva 3 dana nakon lezije (vrijeme kad je najvea stopa
proliferacije stanica za obnovu oste¢enog tkiva) (Zupanc i Ott, 1999) otkriveno je da je na
2D gelu za elektroforezu proteina intenzitet proteina znatno drugaciji u 53 od ukupno 800
oznaka proteina. Obzirom da je ispitivanje ograni¢eno na citosolne proteine i proteine s
1zoelektricnom to¢nom 4-7, smatra se da je ukupan broj proteina ukljucenih u regeneraciju
cerebeluma ipak veci od 53, odnosno nadmasuje 100. (Zupanc i sur., 2006.) 24 od
navedenih 53 proteina moguée je identificirati metodama: peptide mass fingerprintingi

peptide mass spectrometry/mass spectrometry fragmentation.
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Ti proteini se dijele u 3 grupe:

1) Prva grupa ukljucuju citoskeletne proteine bitne za formiranje novih stanica. To su
npr. B-aktin (Ekspresija B-aktina je povezana s regeneracijom aksona u mjestu
lezije) i B-tubulin (povecéanje koli¢ine B-tubulina je povezano s regeneracijom
endotelnog tkiva u mjestu lezije). Ukljucuje i proteine koji posreduju u pravilnom
sklapanju tih strukturalnih proteina. Tu spada polipeptidni kompleks 1 koji sadrzi
Saperone.

2) Druga grupa su proteini koji su vjerojatno ukljuceni u stani¢nu proliferaciju,
migraciju, i dovodenje energije.

3) Trec¢a skupina je samo jedan protein, cink-finger 2 iz koStane srzi. On regulira
transkripciju gena drugih proteina i moguce je da je regulator procesa regeneracije.

(Zupanc, 2008)

3. ZAKLJUCAK

U usporedbi sa sisavcima, ribe imaju veliku sposobnost kontinuiranog stvaranja novih
neurona (adultna neurogeneza) te time i1 veliku mo¢ regeneracije neuralnog tkiva, odnosno
moguénost obnove oStecenih neurona nakon traume. Neuralna regeneracija se dogada
preko nekoliko procesa, od uklanjanja oSteCenih stanica apoptozom, uz djelovanje
mikroglija koje odstranjuju stanicne ostatke, 1 sinteze novih stanica stani¢nom
proliferacijom koje zamjenjuju oStecene stanica, do migracije novih stanica do mjesta
oStecenja mozga, uz radijalna glijalna vlakna, i njihovog opstanka i diferencijacije u zrele
neurone koji se ukljucuju u postojece neuralne krugove.

Ispitivanjem molekularnih mehanizama regeneracije 1 saznanjem $to kod riba potice 1
omogucuju takvu veliku sposobnost regeneracije, u buduc¢nosti bi se moglo otkriti zasto ti
procesi ne postoje kod sisavaca i mogu li se ikako potaknuti, te bi to uvelike doprinijelo
lijeCenju neurodegenerativnih bolesti 1 trauma mozga kod ljudi. Dakle, usporedbom
procesa regeneracije sisavaca i riba mogli bi se uspostaviti nacini za nadilazenje granica tih

procesa kod sisavaca.
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