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POPIS KRATICA

aur — auricula cerebelli

bol — bulbus olfactorius

CAM - stani¢ne adhezije molekule (engl. Cell Adhesion Molecule)

cbl - cerebellum

cho — chiasma opticum

cor — corpus cerebelli

crcb — crista cerebelli

D — area dorsalis telencephali

dien — diencephalon

ell - lobus lateralis

ggl — stratum ganglionare

grl — stratum granulare

hab — nucleus habenularis

hyp - hypophysis

hypoth - hypothalamus

lih - lobus inferior hypothalami

lob tub — lobus tubularis

lob VII - lobus vagi

lobus IX — lobus glosopharingeus

lobus X - lobus facialis

MAP- mikrotubulima pridruzeni protein (engl. Microtubul-Associated Protein)
mll - lobus lateralis

mol — stratum moleculare

NCAM - neuronske stani¢ne adhezijske molekule (engl. Neural Cell Adhesion Molecule)
NeuN - neuron specifi¢ni protein

Npt - nucleus posterior tuberis

PBS fosfatni pufer (engl. phosphate buffer saline)

Ppv — regio pretectalis periventricularis pars ventralis

PSA-NCAM - polisijalizirana neuronske stani¢ne adhezije molekule(engl. Polysialylated
Neural Cell Adhesion Molecule)

Rho - rhombencephalon



sac - stratum album centrale

sfgs - stratum fibrosum et griseum superficiale
sgc - stratum griseum centrale

sgc-ip - pleksiformni sloj stratum griseum centrale
sm - stratum marginale

SO - stratum opticum

SpV - stratum periventriculare

tal- tractus olfactorius

tect- tectum mesencephali

teg - tegmentum

tel — telecenphalon

ThD — thalamus dorsalis

ThV — thalamus ventralis

tl — torus longitudinalis

tolm — tractus olfactorius medialis

ts — torus semicircularis

V- area ventralis telencephali

Valv — valvula cerebelli



1. Uvod

Kraljeznjaci se medusobno razlikuju po sposobnosti produkcije novih neurona u
odraslom mozgu. Kod sisavaca neurogeneza se pojavljuje u dvije regije prednjeg mozga
(Zupanc, 2008), njusnoj lukovici (bulbus olfactorius) i hipokampusu (hippocampus). Kod
ptica, gmazova i vodozemaca produkcija novih neurona i glija stanica viSe je izraZena, a
pojavljuje se tijekom Zzivota u nekoliko regija (Zupanc i Horschke, 1995). Kod ptica je
produkcija neurona i glija stanica, u odnosu na gmazove i1 vodozemce, najslabije izrazena i
pojavljuje se samo u prednjem mozgu (telencephalon) dok se u hipotalamusu pojavljuje
povremeno a moze se 1 eksperimentalno izazvati. Neurogeneza kod gmazova pojavljuje se u
prednjem mozgu, njusSnim lukovicama i malom mozgu. Idu¢i prema vodozemcima, odnosno
evulucijski starijim organizmima, broj regija u kojima je zastupljena neurogeneza se
povecava, pa tako kod ovih organizama ona je prisutna u prednjem mozgu, u pojedinim
strukturama medumozga kao Sto je preopticka regija, talamus i1 hipotalamus, u optickom
tektumu srednjeg mozga 1 u malom mozgu (Kaslin i sur., 2008). Ribe su, a pogotovo prave
kostunjace (Teleostea), posebno zanimljive jer pokazuju visoku razinu neurogeneze u gotovo
svim regijama odraslog mozga 1 veliku sposobnost regeneracije srediSnjeg Ziv€anog sustava
nakon lezija (Zupanc i sur., 2005).

Migracija stanica, koja u procesu neurogeneze slijedi nakon proliferacije prekursora,
pracena je ekspresijom polisijalizirane neuronske stani¢ne adhezijske molekule (PSA-NCAM,
engl. Polysialylated Neural Cell Adhesion Molecule). Kao najprisutniji adhezijski protein u
centralnom ziv€anom sustavu NCAM molekule (engl. Neural Cell Adhesion Molecule)
reguliraju embrionalnu i zrelu neurogenezu, a nalaze se na povrSini neurona, glija stanica i u
stanicama tumora. Reverzibilnim vezanjem polisijalinske kiseline na ekstracelularne domene
NCAM molekule slabi adhezija izmedu stanica ¢ime se povecava njihova pokretnost a ovo
omogucava 1 pospjeSuje migraciju neurona.

Kod istrazivanja neurogeneze pravih koStunjaca vecina znanstvenih radova odabire
kao model ribu zebricu (Danio rerio) ¢ime je niz drugih vrsta zanemaren kao i njihova
jedinstvenost u mogu¢im molekularnim prilagodbama na razliite ekoloSke niSe.
Funkcionalne i molekularne razlike opisane izmedu zebrice i1 ostalih kraljeznjaka samo su
mali dio Sirokog spektra neotkrivenih osobitosti riba. Zbog nedostatka sveobuhvatnog
neuroanatomskog altasa mozga pravih kostunjaca, do sada detaljan raspored zona u kojima se
odvija migracija stanica pracena ekspresijom PSA-NCAM molekule nije napravljen za ribe

naSeg podneblja.



1. Uvod

Prave koStunjace razli¢itim ekoloSkim niSama prilagodile su se gradom tijela i organa.
Ovakve prilagodbe osobito su vidljive u morfologiji mozga jer su struktura mozga i njegove
funkcije pod vrlo jakim utjecajem okoline (Lema 1 sur., 2005). Razli¢ito modificirani mozak
razvija se pod utjecajem prirodne selekcije i omogucava ribama prilagodbu na razlicite
ekoloske niSe. Budu¢i da razlike u morfologiji mozga postoje kod riba koje Zive u istim
klimatoloskim uvjetima, ali u razli¢itim ekoloskim niSama, postavlja se pitanje postoje li
ovakve razlike 1 u distribuciji migracijskih regija 1 koliko navedena distribucija ovisi o
ekoloskoj 1 filogenetikoj specijalizaciji. U okviru ovog doktorskog rada po prvi puta e se
napraviti analize 1 usporedbe migracijskih regija i morfologije mozga u odnosu na ekoloske

uvjete u kojima riba zivi.



2. Op¢idio

2.1. Evolucija i sistematika riba

Ribe su najmnogobrojnija, a ipak najslabije istraZzena skupina kraljeznjaka. Najveci dio
riba pripada razredu koStunjaca (Osteichthyes) kojeg karakterizira barem nekoliko kosti u
skeletu, koStani Skrzni poklopac te pliva¢i mjehur (Miller i Harley, 2001). Najstariji fosil
kosStunjaca potjece iz kasnog Silura (oko 450 milijuna godina, Paleozoik). Do perioda devona
(prije 350 milijuna godina, Paleozoik) odvojila su se dva podrazreda: Nosnoprolaznice
(Sarcopterygii) 1 Zrakoperke (Actinopterigii) (Slika 1).

Zrakoperke obuhvacaju 23,700 vrsta (Nelson, 1994), od Cega vecina (23,637 vrsta)
pripada nadredu pravih koStunjace (Teleostei) (Nelson, 1994). Kod ostalih redova zrakoperki
postoje samo po nekoliko vrsta 1 ve¢ina njih se smatra zivu¢im fosilima jer duZzi period nisu
mijenjale osnovna morfoloSka obiljezja (Eldredge i Stanley, 1984). Prave koStunjace zapravo
obuhvacaju vise od 90% danaSnjih vrsta riba (Treer 1 sur., 1995). Pojavile su se oko sredine
Mezozoika, a do kraja Mezozoika postale su dominantne (Romer, 1959). Dva klju¢na procesa
omogucila su ovoliku raznolikost (Ito, 2007). Prvi proces je duplikacija genoma zajednickog
pretka (Ohno, 1970) ¢ime nastaje razli¢ito potomstvo 1 velika moguénost diversifikacije (Ito,
2007), a drugi je pojava novih ekoloskih nisa.

Duplikacija genoma, kojom nastaju tisuce kopija gena, smatra se jednim od glavnih
dogadaja u evoluciji koji je oblikovao genom svih kraljeznjaka ukljucujuci ribe i cetveronosce
(Lundin 1993; Holland et al. 1994; Amores 1 sur.1998). Nakon duplikacije cijelog genoma
dolazi do preuredivanja kromosoma §to dovodi do promjena u nasljedivanju vezanih gena
(Ravi 1 Venkatesh, 2008). Kada u genomu postoje dva gena koji nadziru isto svojstvo, tada
jedan gen obicno ostaje pod selekcijskim pritiskom i nastavlja vrsiti svoju pocetnu funkciju, a
drugi gen nakuplja mutacije (Ohno, 1970). Mutacije mogu biti nepovoljne, povoljne ili
neutralne. Nepovoljne mutacije su €este i mogu dovesti do gubitka funkcije gena ili ¢ak i do
istrjebljenja jedinki s mutacijom. Ovo se dogada ukoliko se nepovoljne mutacije odraze na
dominantan gen koji se jako prosirio u populaciji (Otto, 2007). Mutacije se mogu i pozitivho
odraziti u slu¢aju da one genu daju novu funkciju (neofunkcionalizacija). Tada se gen odrzava
1 daje nosiocu takvog gena prednost u prezivljavanju. Dio mutacija su neutralne jer ne mijenja

znacajnije funkciju gena ve¢ doprinose varijabilnosti unutar populacije.
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Slika 1. Sistematika koStunjaca



2. Op¢idio

Analiza filogeneti¢kih odnosa mnogih kopija gena u cijelom genomu, komparativna
analiza lokacija kromosoma 1 analiza kariotipova predaka pokazuje da su preci kraljeznjaka
bili dva puta izloZeni duplikaciji genoma (Dehal 1 Boore 2005; Panopoulou 1 Poustka 2005;
Nakatani i sur. 2007; Putnam i sur., 2008). Analizom genoma pravih koStunjaca zakljucuje se
da su vrste ove skupine riba dozivjele dodatnu duplikaciju genoma (Sato, 2010). Duplikacija
genoma, mutacije i uvjeti selekcijskih pritisaka doprinijeli su raznolikosti adaptacijskih
mehanizama za prezivljavanjem u novim ekoloskim niSama.

Promjene u okoliSu koje omogucavaju nastanak povoljnih staniSta za novonastale vrste
takoder su procesi koji su omogudili raznolikost pravih koStunjaca (Ito, 2007). One su se
novonastalim ekoloskim niSama prilagodile gradom tijela i organa. Ovakve prilagodbe
osobito su vidljive u gradi mozga. Morfologija mozga povezana je s ponaSanjem riba,
nac¢inom zivota i uvjetima ekoloske niSe koju zauzimaju (Ito, 2007). Razli¢ito modificirani
mozgovi pomogli su pravim koStunja¢ama u prilagodbi na razli¢ite ekoloSke nise (Ito, 2007).
Dakle, zbog opisanih procesa i duge evolucije prave kostunjace postale su najzastupljenija

skupina kraljeznjaka na Zemlji.

2.2. Funkcionalna organizacija i specijalizacija pravih koStunjaca

Prave koStunjace, kao 1 ostale ribe, trajnom nacinu Zivota u vodi prilagodile su se na
razlicite nacine. Te prilagodbe vidljive su u obliku tijela, unutrasnjoj gradi, nacinu
razmnozavanja i u hranidbi (Bogut 1 sur., 2006). Oblik tijela ovisi o specificnim Zivotnim
uvjetima u kojima riba zivi. Tako kalifornijska pastrva (Onchorincus mykiss) ima vretenasto
tijelo, specifican oblik tijela za ribe koje Zive u brzim tekuc¢icama i koje su dobri i izdrzljivi
plivaéi. Nasuprot tomu, ribe koje zive u sporo tekuéim rijekama i staja¢icama, obraslih biljem,
imaju visoko tijelo, cunjolikog oblika, jako lateralno spljoSteno s dobro razvijenim repnim
dijelom. Ovakav oblik susre¢emo kod Sarana (Cyprinus capryo) (Bogut i sur., 2006).

Interakcije izmedu Zivotinje 1 njenog okruzenja koordiniraju se srediSnjim Ziv€anim
sustavom. Te interakcije su vidljive u miSi¢nom sustavu i osjetilnim organima koji su sa
sredi$njim Ziv€anim sustavom povezani zivcima (Nieuwenhuys i sur., 1998).

Mozak ribe, kao dio srediSnjeg Ziv€anog sustava, nalazi se u lubanjskoj Supljini, a
zaSticen je kostima i jakim tvrdim opnama s masnim naslagama (Bogut i sur., 2006). Iako se
mozak morfoloski razlikuje izmedu ribljih vrsta, $to je jedna od prilagodbi na razlicite uvjete

okoliSa, opc¢enito se moze re¢i da se sastoji od pet dijelova. Grada mozga riba najbolje je



2. Op¢idio

opisana kod kalifornijske pastrve, tipi¢nog predstavnika pravih koStunjaca. Na njemu je
uocljiv veliki straznji mozak (rhomencephalon), veliki neparni mali mozak (cerebellum),
srednji mozak (mesencephalon) sa izrazenim krovnim dijelom (tectum), medumozak
(diencephalon), te relativno mali prednji mozak (felencephalon) sa izrazenim njusnim
lukovicama (bulbus olfactorius). Njusna lukovica prenosi informacije vazne za pronalazak
hrane, spolnog partnera ili za prepoznavanje bliskog srodnika (Viljeti¢ i sur., 2009). Zbog
regija za razliCita osjetila, prednji mozak se moZze opisati kao prvo integracijsko srediSte
razlicitih osjeta kao §to je osjet njuha, vida i sluha. Takoder se ovdje primaju podrazaji
izazvani vibracijama koji dolaze putem boc¢ne pruge 1 osjeti dodira i bola koji dolaze sa cijele
povrsine tijela (Nieuwenhuys i sur., 1998). Srednji mozak, koji dominira u vanjskoj
morfologiji mozga, sloZene je grade, a jedna od njegovih glavnih funkcija je primanje vidnih
impulsa i njihova integracija sa svim ostalim vrstama osjeta (Meek, 1990). Ovo je drugo
integracijsko srediSte u kojemu se zapravo dogada koordiniranje osjeta i motorike pri
usmjerenim pokretima tijela. Ovdje se istiCe jedna struktura karakteristicna samo za
zrakoperke — torus longitudinalis (uzduzni nabor) ¢iji je zadatak uskladivanje pokreta ociju s
pokretima tijela. Mali mozak sacinjen je od tri medusobno povezana dijela i svaki od njih ima
svoje funkcije. Vestibulolateralna regija malog mozga procesira osjete koji dolaze iz
unutarnjeg uha i mehanosenzorickih receptora cijeloga tijela (Bass, 1982). Slijedeca regija je
tijelo malog mozga (corpus cerebelli) i vidljiv je na gornjoj vanjskoj povrsini mozga kao
jedina neparna struktura, te valvula cerebelli, tipitna samo za zrakoperke (Nieuwenhuys,
1967). Valvula je rostralno produzenje malog mozga u ventrikul srednjeg mozga i povezana je
s auditivnim, vestibulatornim, optickim i mehanosenzori¢kim jezgrama pa sluzi u koordinaciji
pokreta tijela (Ito i Yoshimoto, 1990). Zbog opisane grade i funkcija maloga mozga on se
smatra tre¢im integracijskim srediStem u mozgu pravih kostunjaca.

Koliko ¢e koji dio mozga biti razvijeniji u odnosu na drugi ovisi o stilu Zivota pojedine
vrste. Ribe predatori koje zive u skupinama (primjerice ribe iz porodice Percide) imaju bolje
razvijen prednji mozak. Vrste koje se hrane tijekom no¢i ili bentonski kao §to su porodice
Cyprinidae 1 Siluridae imaju dobro razvijenu njusnu lukovicu. Kalifornijska pastrva (porodica
Salmonidae) hrani se tijekom dana i u lovu se navodi vidom tako da je za ovu vrstu opticki
tektum vrlo znacajna struktura.

Pokrete riba omogucava miSi¢no-skeletni sustav u kojima su mis$i¢i kontrolirani
centralnim zZiv€anim sustavom. U svom vodenom sustavu ribe su beztezinske 1 za pokretanje
uglavnom se koriste miS§i¢ima trupa i repa (Rome 1 sur., 1993), dok za koordiniranje koriste

peraje 1 njene miSi¢e (Nieuwenhuys i sur., 1998). Kako je osnovna funkcija miSi¢a gréenje
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(kontrakcija) 1 opustanje (relaksacija), upravo na temelju tih funkcija omoguéeno je kretanje
pojedinih dijelova tijela i tijela kao cjeline. Osim ovih skeletnim miSic¢a trupa i repa, prave
koStunjace imaju visceralne glatke misi¢e koji grade vecinu utrobnih organa i1 poprecno-
prugaste miSice glave koji omogucavaju pokretanje Skrga i1 Skrznih lukova. Glatki misi¢i osim
Sto sudjeluju u gradi probavnog i mokraéno-spolnog sustava, nalaze se u oku gdje
omogucavaju pokretanje lece i u plinskom mjehuru (Bogut i sur., 2006).

Prave koStunjace signale iz okoline primaju razli¢itim osjetilnim organima kao $to su
organ za njuh, okus, vid i sluh te somatosenzorni organ za primanje osjeta dodira i1 boli sa
cijele povrsine tijela (Nieuwenhuys i sur., 1998).

Organe za njuh koriste za medusobnu komunikaciju i za traZzenje spolnog partnera te
za trazenje hrane (Nieuwenhuys i sur., 1998). Informacije o spolno relevantnim mirisima 1
feromonima prenose se medijalnim olfaktornim putem (Sorensen i sur., 1991), a lateralnim
olfaktornim putem prenose se informacije relevantne za hranjenje.

Sustav za interpretaciju okusa povezan je s okusnim pupoljcima i sluzi za probir hrane
u ustima i izvan njih (Nieuwenhuys i sur., 1998). Informacije iz okusnih pupoljaka stizu
putem tri kranijalna zivca: facialis, glosopharingeus i vagus. Okusni pupoljci se ne pojavljuju
samo unutar usne Supljine, nego i na vanjskim specijaliziranim organima kao $to su brkovi.
Neke ribe (primjerice ribe iz reda Siluriformes) okusne pupoljke imaju po cijelom tijelu
(Caprio i sur., 1993). Saran posjeduje palatalni organ, posebni organ za okus, koji omogu¢ava
selekciju hrane u usnoj Supljini, njeno razvrstavanje od kamencica, gutanje hrane 1 izbacivanje
svega Sto je selektirano kao nejestivo (Finger 1 Morita, 1985). Za osjet okusa kod nekih vrsta
zrakoperki postoje cijeli reznjevi smjeSteni u straznjem mozgu. To su facijalni,
glosofaringealni 1 vagalni rezanj koji odvajaju osjete Sto dolaze iz okusnih pupoljaka
smjeStenih izvan usne Supljine (facialni), unutar usne Supljine (glosofaringealni) i palatalnog
organa (vagalni). Postojanje pojedinog reznja razlikuje se od vrste do vrste i ovi reznjevi
razvijeni su kod vrsta koje se pri hranjenju ne oslanjaju na vid. Kod riba koje se hrane tijekom
dana i kod trazenja plijena navode vidom ovakve strukture nisu utvrdene.

Oko ribe je elipsoidnog oblika, a nalaze se u o¢noj Supljini. Oko riba je gradom sli¢no
oku ostalih kraljeSnjaka s razlikom da riblje oko nema o¢nih kapaka ni suznih Zlijezda (Bogut
i sur., 2006). Vaznost osjeta vida kao i veli¢ina ociju razlikuje se od vrste do vrste i ovisi o
nacinu zivota i nacinu trazenja hrane. Relativno velike oci imaju ribe koje se hrane po danu
(primjerice Stuka 1 kalifornijska pastrva) dok som, koji se hrani nocu i viSe koriste njuh u

potrazi za hranom ima male o¢i (Nieuwenhuys i sur., 1998). U proporciji sa veli¢inom i
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funkcijom u procesu hranjenja je i veliina, a osobito debljina krovnog dijela srednjeg mozga
gdje se obraduje osjet vida.

Statoakusti¢ni organ sluzi za prijam osjeta sluha te za odrzavanje ravnoteze 1 polozaja
tijela. Ovaj organ sastoji se od parnog labirinta koji predstavlja reducirano unutarnje uho
(Bogut i sur., 2006). Sacculus i lagena su slusni organi, dok su utriculus i polukruzni
(semicirkularni) kanali imaju ulogu u odrzavanju ravnoteze (Nieuwenhuys i sur., 1998). U
razvojnom pogledu unutarnje uho je specijalizirani dio senzornog sustava bo¢ne pruge (Bogut
1 sur., 2006). Osjetilo uha zapaza valove visokih frekvencija ve¢ih udaljenosti, dok boc¢na
pruga zapaza kretnje vode niskih frekvencija s manjih udaljenosti. Pojedine funkcije
unutarnjeg uha i bo¢ne pruge preklapaju se u smislu da zajedno detektiraju frekvencije ¢ije su
vrijednosti izmedu vrijednosti visokih i niskih frekvencija koje zapaZaju unutarnje uho
odnosno boc¢na pruga zasebno (Nieuwenhuys i sur., 1998). Prave koStunjace imaju razvijen
sustav za interpretaciju elektriénih 1 mehanosenzorickih impulsa. Primjerice som, Silurus
glanis, detektira elektricne signale koji nastaju u okoliSu uz pomo¢ elektroreceptora
razmjeStenih po cijelom tijelu (Peters i sur., 1974). Njima on samo detektira male struje i
razlike potencijala koji se pojavljuju u okolisu slucajno ili su dio geoelektromagnetskog polja.
Zbog toga je som pasivno elektroreceptivna riba bez specijaliziranih elektricnih organa
kojima bi generirao struju za aktivnu elektrorecepciju (Viljeti¢ i sur., 2009). Za razliku od
soma, kalifornijska pastrva, Onchorincus mykiss, ili Saran, Cyprinus caprio, Koriste samo
mehanosenzoricke receptore koze kojima detektiraju pokrete. Mehanosenzoricki 1 elektri¢ni
impulsi u mozak stizu putem osjetnih vlakana lateralnog Zivca. Lateralni Zivac vodi u
medijalne jezgre straZznjeg mozga i omogucava interpretaciju pomicanja vode (McCormick,
1982). Ovaj osjet je dobro povezan s auditivnim i vestibularnim organima i zajedno s njima
zavrSava u velikoj jezgri srednjeg mozga — torus semicircularis. Prema istoj jezgri vodi 1 osjet

specifi€an samo za Siluride — elektorecepcija (Finger i Tong, 1984).

2.3. Ekoloske niSe i razlike u anatomskoj gradi mozga pravih koStunjaca

Prave kosStunjace odlikuju se velikom raznoliko§¢u u morfologiji mozga. Ova
raznolikost posljedica je prilagodbi na razli¢ite uvjete ekoloskih niSa koje zauzimaju i razlicite
stilove zivota. Uzajamna povezanost izmedu mozga i uvjeta sredine, od svih ostalih
kraljeznjaka, najviSe je izraZzena kod pravih koStunjaca (Uchihashi, 1953).

Odabrane ribe zive u istom klimatoloskom podrucju, ali zauzimaju razliite ekoloske

niSe. Njima su prilagodene ne samo gradom tijela 1 organa, tako Sto svaka promatrana vrsta
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ribe ima druga karakteristicna obiljeZja, nego 1 osjetima na koje se riba oslanja tijekom zivota.
Tako primjerice vizualni predatori kao $to su Stuka (Esox lucius), kalifornijska pastrva
(Onchorincus mykiss) ili grge¢ (Perca fluviatilis), imaju posebno dobro razvijen osjet vida.
Stuka je grabezljiva riba staja¢ih i sporoteku¢ih voda i smatra se jednom od najboljih
predatora koji love iz zasjede. Zivi u vodama obraslom vegetacijom gdje &eka plijen. Sli¢no
Stuki, kalifornijska pastrva se takoder hrani uglavnom ribama i zivi u Cistim 1 bistrim
rijekama. Grge¢ je raznolik u hranjenju. Mlad se hrani sitnim zooplanktonom, algama 1
euglenama. Vece jedinke hrane se ribljim licinkama i sitnijom mladi, a Cest je i1 kanibalizam.
Za navedene ribe osjet vida i1 informacije koje primaju putem tog osjeta vaznije su za njihov
nacin zivota od drugih osjetila. Osjet vida nije od velikog znacaja za ribe koje se hrane
tijekom no¢i ili bentonski kao $to su som (Silurus glanis) ili Saran (Cyprinus carpio). Som je
grabezZljivac koji je obi¢no aktivan noéu $to je vidljivo i po njegovim malim o¢ima. Zivi u
mirnim sporoteku¢im vodama i toplim akumulacijama. Kako se prilikom hranjenja uopée ne
oslanja na vid njegova prilagodba ekoloskoj nisi koju zauzima vidljiva je u razvijenom osjetu
mirisa i okusa. Prisutnost malih molekula topljivih u vodi som prepoznaje putem
kemoreceptora smjeStenih u usnoj i nosnoj Supljini. Veliki broj okusnih pupoljaka nalazi se na
brkovima i po cijelom tijelu (Atema 1971; Caprio i sur. 1993). Saran takoder osjete mirisa i
okusa prima preko brkova, ali za razliku od soma ima samo jedan par brkova koji se nalaze na
uglovima usta. Za primanje ovih osjeta sluzi se i okusnim pupoljcima iz usne Supljine. Inace,
Saran naseljava tople, sporo tekuce ili staja¢e vode s mekanim dnom. Ve¢inom Zivi u jatima.
Svejed je 1 hrani se zooplanktonom, zoobentosom, algama 1 dijelovima viSeg bilja.

Keciga (Acipenser ruthenus), iako starija i primitivnija vrsta od predstavnika pravih
kostunjaca po nacinu hranjenja sli¢i Saranu i somu. Takoder se oslanja na osjet njuha, a hrani
se vodenim organizmima s dna i ikrom drugih riba. Okusni pupoljci osim u usnoj Supljini
nalaze se i na brkovima i resama smjestenih oko usta (Nieuwenhuys i sur., 1998).

Kako se promatrane ribe razlikuju s obzirom na osjetila koja koriste tako se razlikuju i

s obzirom na morfologiju mozga (Slika 2 i 3).
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Slika 2. Shematski prikaz vanjske morfologije mozga pet predstavnika pravih kostunjaca

(dorzalni prikaz): A — Cyprinus carpio, B —Silurus glanis, C — Onchorincus mykiss, D — Esox

lucius, E — Perca fluviatilis.

aur

bol - bulbus olfactorius

tel - telencephalon

dien - diencephalon

tect - tectum mesencephali
aur - auricula cerebelli

Slika 3. Shematski prikaz vanjske morfologije mozga Acipenser ruthenus predstavnika

StitonosSa (dorzalni prikaz).

Slike 2. 1 3.

prikazuju raznolikost u morfologiji mozga. Varijacije u morfologiji

mozga utvrdene su izmedu predstavnika pravih koStunjaca i1 skupine StitonoSa ali i1 izmedu

pojedinih predstavnika pravih koStunjaca.
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Gledaju¢i dorzalno mozak se sastoji od nekoliko glavnih dijelova. Idu¢i redom od
rostralnog prema kaudalnom dijelu vidljiva je njusna lukovica (bulbus olfactorius), prednji
mozak (telencephalon), opticki tektum (tectum mesencephali) 1 mali mozak (cerebellum) kod
svih promatranih vrsta, te vagalni (lobus vagus) 1 facijalni rezanj (lobus facialis) kod Sarana 1
soma (Slika 2). Na slici 3 istim redom vidljiva je njusna lukovica, prednji mozak,
medumozak, opticki tektum 1 auricula cerebelli - bo¢no zadebljanje straznjeg mozga
(rhombencephalon).

Prednji mozak (telencephalon) rostralni je dio mozga i kod svih zrakoperki sastoji se
od njusne lukovice (bulbus olfactorius), te ventralnog i dorzalnog dijela (Nieuwenhuys i sur.,
1998). Na slici 1. vidljivo je da je prednji mozak kod vrste Cyprinus carpio, Perca fluviatilis
i Onchorincus mykiss relativno dobro razvijen u odnosu na ostale dijelove mozga. Njusna
lukovica kod pravih koStunjaca ili je smjeStena neposredno uz prednji mozak ili je udaljena od
njega (Nieuwenhuys i sur., 1998). Primjer isturene njusne lukovice vidljiv je kod vrste
Cyprinus carpio i Silurus glanis. Kod ovih vrsta njusna lukovica je povezana sa prednjim
mozgom dugim njusnim trackom (tracus olfactorius). Ostale Cetiri promatrane vrste imaju
njusSnu lukovicu neposredno uz prednji mozak. Prednji mozak nastavlja se medumozgom
(diencephalon), koji kod promatranih riba prikazanih na slici 2 dorzalno nije vidljiv. Straga se
na medumozak nastavlja srednji mozak (mesencephalon). Kod pravih koStunjaca 1 Stitonosa
srednji mozak, za razliku od sisavaca, nije pokriven hemisferama prednjeg mozga. On se
bocno izbocuje iza prednjeg mozga 1 kod svih promatranih vrsta veli¢inom nadmasuje prednji
mozak. Krov srednjeg mozga je opticki tektum, parna struktura koja pokriva velike ventrikule
srednjeg mozga (Nieuwenhuys 1 sur., 1998). Tektum se kod pravih kostunjaca sastoji od
sedam slojeva i stvara obilne veze s retinom oka organizirane poput mape koja se topografski
s mreznice prenosi na tektum (Springer 1 Gaftney, 1981). Specifi¢na tvorevina srednjeg
mozga usko povezana s tektumom je takozvani torus longitudinalis. Ovo je struktura
karakteristi¢na samo za ribe iz razreda zrakoperki (Actinopterygian) i kod pastrve, grgeca i
Stuke u odnosu na soma i Sarana bolje je razvijena.

Mali mozak (cerebellum) je rostralna specijalizacija straznjeg mozga
(rhombencephalona). Kod pravih koStunjaca sastoji se od tri glavna dijela a to su kaudalno
smjeStena vestibulolateralna regija, centralno smjesteno tijelo malog mozga (corpus
cerebelli), vidljiv kao neparna struktura smjestena neposredno iza optickog tektuma i valvula
cerebelli koja se podvlaci ispod optickog tektuma u ventrikul srednjeg mozga.

Na straznjem mozgu u njegovom rostralnom dijelu uocljivi su reznjevi kao Sto su

facijalni, glosofaringealni i vagalni rezanj. Oni omogucavaju pazljivu diskriminaciju osjeta
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koji dolaze iz okusnih pupoljaka smjeStenih izvan usne Supljine (facijalni), unutar usne
Supljine (glosofaringealni) ili funkciju palatalnog organa (vagalni). Promatrane vrste riba
razlikuju se po navedenim reznjevima. Naime navedene tvorbe od odabranih vrsta pravih
koStunjaca imaju samo som i Saran.

Keciga (Acipenser ruthenus) kao predstavnik Stitonosa pokazuje slicnosti u
morfologiji mozga s predstavnicima pravih kostunjaca. Njezin prednji mozak po polozaju
njusnih lukovica slican je prednjem mozgu pastrve, Stuke 1 grgeca. Za razliku od promatranih
pravih kostunjaca kod kojih je prednji mozak manji od srednjeg mozga, prednji mozak kecige
slicne je veli¢ine kao 1 srednji mozak. Srednji mozak djelomi¢no prekriva medumozak
(diencephalon), koji je kod kecige, za razliku od promatranih pravih kostunjaca vidljiv
dorzalno. Hipotalamus, dio medumozga, smjesten ventralno, kod ove je vrste dobro razvijen.

Na srednjem mozgu, isto kao 1 kod pravih koStunjaca, je tektum koji se kod ove vrste
sastoji od Sest slojeva koji takoder stvaraju obilne veze s retinom oka (Nieuwenhuys 1 sur,
1998). Straznji mozak je relativno velik. Lateralno na straZznjem mozgu su vagalni lobusi,
strukture po kojima ova vrsta pokazuje slicnost sa somom i Saranom. Rostralno na straznjem
mozgu je mali mozak koji se odlikuje parom lateralnih izboCenja tzv. auricula cerebelli,
struktura po kojoj se keciga razlikuje od promatranih pravih koStunjaca. Centralni dio malog
mozga isto kao 1 kod pravih koStunjaca sastoji se od tijela malog mozga i valvule cerebelli -

rostralni dio koji se proteZe prema naprijed ispod opti¢kog tektuma.

2.4. Migracija i diferencijacija prekursora neurona

NCAM molekula je jos prije trideset godina opisana kao glikoprotein koji se nalazi na
povrsini stanica (Rutishauser i sur, 1976). Smatra se posrednikom u interakciji izmedu
stanica, te izmedu stanica i njihove okoline. NCAM je prva izolirana 1 detaljno opisana
stanicna adhezijska molekula (CAM, engl. Cell Adhesion Molecule) (Brackenbury 1 sur.,
1977, Cunningham 1 sur., 1987), prvobitno izolirana iz retine oka i mozga (Rutishauser,
1984).

Strukturalno, NCAM pripada superporodici imunoglobulina (Ig) (Brummendorf i
Rathjen, 1995). NCAM je integrirani membranski protein sa jednim polipeptidnim lancem
(Rutishauser, 1984). Postoje tri glavne izoforme: NCAM-120, NCAM-140, NCAM-180 (broj
se odnosi na njihovu relativnu molekulsku masu). Polipeptidni lanac izgraden je od sedam

uzastopnih domena. Ekstracelularno, sve izoforme NCAM posjeduju pet strukturalnih
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domena poznatih kao imunoglobulinske (Ig) domene i dvije fibronektinske domene (FN III
domene). Razlicite domene imaju razliCite uloge, pa su tako Ig domene ukljuene u
medusobno povezivanje (Cole 1 sur., 1986), a FNIII domene u signalizaciji rasta neurona.
NCAM-120 usidren je u staniénu membranu preko glikozilfosfatidilinozitolnog (GPI)
membranskog sidra, dok su NCAM-140 i NCAM-180 transmembranski proteini koji imaju
citoplazmatske domene razli¢itih duZina.

NCAM molekule medusobno se vezu ili na istoj strani membrane (cis-vezanje) ili na
suprotnim stranama membrane (trans-vezanje) (Rutishauser i sur,1982). Kada se vezu
medusobno, govorimo o homofilnom vezanju. Kada se NCAM molekule vezu s drugim
molekulama Ig porodice kao S§to su L1 ili TAG-1 govorimo o heterofilnom vezanju
(Brummendorf 1 Rathjen, 1995). Heterofilno vezanje takoder se odnosi na interakcije izmedu
NCAM molekule i specificnih molekula intracelularnog miljea i1 ekstracelularnog matriksa.
Intracelularnim domenama NCAM se veze na razlicite specifi¢ne receptore vazne za stani¢no
signaliziranje ¢ime se nadzire stanicno ponasanje kao S§to je metabolizam stanice,
diferencijacija, prezivljavanje i proliferacija.

Ekstracelularne domene NCAM molekule stupaju u interakciju i sa drugim proteinima
ekstracelularnog matriksa koji su takoder ukljuceni u adheziju izmedu stanica kao S§to je
primjerice neurotrofni faktor glije (GDNF protein, Glial Derived Neurotrophic Factor)
(Gascon i sur., 2007).

Zbog mogucnosti raznolikog vezanja, NCAM molekule smatraju se klju¢nim
posrednikom u medusobnom vezanju stanica srediSnjeg ziv¢anog sustava (Gascon i sur,
2007). NCAM molekule imaju viSestruku ulogu tijekom razvoja (Rieger i sur., 2008),
ukljucujuéi migraciju stanica, proliferaciju i diferencijaciju (Crossin i Krushel, 2000), te rast
neurita. Osim embrionalne neurogeneze, reguliraju 1 adultnu neurogenezu.

U zivcanom sustavu kraljeznjaka, funkcije NCAM modificiraju se odredenim
posttranslacijskim modifikacijama od kojih je glikosijalizacija najvaznija. NCAM molekula
prolazi kroz opseznu glikosijalizaciju u endoplazmatskom retikulumu i Golgijevom aparatu.
N-glikosijalizacija je najvaznija posttranslacijska modifikacija NCAM molekule 1 na
ekstracelularnim domenama utvrdeno je barem Sest N-glikosijalizacijskih mjesta (Albach i
sur, 2004). Na petom i Sestom glikozilacijskom mjestu koja se nalaze unutar pete Ig-domene
veze se polisijalinska kiselina (PSA) (Nelson i sur., 1995; Liedtke i sur., 2001). Polisijalinska
kiselina je negativno nabijeni lanac a-2-8-vezanih molekula sijalinskih kiselina koji se moze
produziti do duzine od 50 do 100 jedinica (Kiss i Rougon, 1997). Reverzibilnim vezanjem

polisijalinske kiseline na ekstracelularne domene nastaje postranslacijska modifikacija PSA-
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NCAM (Rieger i sur., 2008) koja se sintetizira dvjema polisialiltransferazama, STX 1 PST.
STX prisutan je tijekom embrionalnog razvoja, dok je PST znacajniji u postnatalnom mozgu.
Dok je mogu¢nost modificiranja NCAM molekule reverzibilnim vezanjem dugog polimera
sijalinske kiseline (PSA) dobro poznata, posljedica ovakvog vezanja je prilicno nepoznata
(Gascon i sur., 2007). Smatra se da je dugi negativno nabijen lanac PSA svojevrstan ,,umetak*
koji reducira privlacne sile izmedu stanica te time omogucava dinamicne promjene u
kontaktima izmedu membrana (Gascon i sur., 2007). PSA lanac modificira homofilno vezanje
NCAM molekula tako da smanjuje mogucénost nakupljanja NCAM molekula (Hinsby 1 sur.,
2004). Prema tome, sijalizacija se moze tumaciti kao Sirokorasprostranjen mehanizama koji
reducira adheziju izmedu stanica i pove¢ava medumembranski razmak (Rutishauer, 1998).
Ekspresija PSA na NCAM moze promijeniti funkciju NCAM molekula od adhezije ka
signalizaciji. Brojne su funkcije PSA-NCAM molekule. Tijekom razvoja, anti-adhezijska
funkcija PSA-NCAM omogucéava neurogenezu (Bayer i sur., 1982), migraciju neurona, (Ono
i sur., 1994; Vitry i sur., 2001) i aksonogenezu - stvaranje, rast i navodenje izdanaka aksona
(Williams 1 sur., 1996). Brojna istrazivanja funkcije PSA njegovom selektivnom eliminacijom
sa NCAM molekule pomoc¢u enzima Endo-N, pokazuju da PSA-NCAM igra odredenu ulogu
u grananju aksona i formiranju sinapsi (Bonfanti, 2006; Kiss i Rougon, 1997; Rutishauser i
Landmesser, 1996). Ekspresija PSA na NCAM je ¢vrsto regulirana i vrhunac ekspresije je u

ranom razvoju dok u kasnijoj fazi ve¢ina NCAM molekula u mozgu ne sadrzi PSA.

2.5. Adultna neurogeneza

Poslije-embrionalna neurogeneza je od temeljnog znacaja za mozak kraljeznjaka. Sve
do prije nekoliko desetljeca, mislilo se da u mozgu kraljeZznjaka prestaje produkcija novih
neurona do, ili odmah nakon rodenja (Zupanc, 2006). Tek nakon 1960-tih pocela su
istrazivanja kojima je utvrdeno da se novi neuroni stvaraju u odraslom mozgu kraljeznjaka.
Tako je zrela neurogeneza utvrdena ne samo u mozgu nizih skupina kraljeznjaka ukljucujuci
1 prave koStunjace ve¢ 1 u mozgu sisavaca. 1998. godine Eriksson 1 Gage potvrdili su zrelu
neurogenezu i u odraslom ljudskom mozgu (Eriksson i sur., 1998).

Medu skupinama kraljeZnjaka postoje razlike u regijama odraslog mozga u kojima se
dogada neurogeneza odnosno proliferacija, migracija i diferencijacija neurona. Kod sisavaca
neurogeneza se odvija samo u to¢no odredenim regijama mozga i te regije cuvaju visoki nivo
PSA ekspresije. Spomenute regije su hipotalamus, hipokamus i olfaktorni bulbusi, opisane

kao mjesta velike plasticnosti (Gascon i sur, 2007). U olfaktorni bulbus nezreli neuroni
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sloZzeni poput lanca gusto poredanih stanica migriraju iz subventrikularne zone putem
nekoliko milimetara dugog tzv. rostralnog migratornog puta (Altman 1969b; Luskin, 1993;
Curtis 1 sur., 2007). Iz subgranularne zone girus dentatusa nove stanice migriraju u zrnati sloj
hipokampusa, odnosno Amonovog roga (Altman i1 Das, 1965; Eriksson i sur., 1998). Ove
stanice se razvijaju u zrele granularne neurone (Zupanc, 2008) 1 uklapaju se u funkcionalne
neuronske krugove. Broj novonastalih neurona je jako malen pogotovo u usporedbi s ukupnim
brojem stanica u mozgu (Zupanc, 2006).

Nasuprot sisavcima, kod ostalih skupina kraljeznjaka neurogeneza je vise izrazena i
pojavljuje se u barem nekoliko regija mozga tijekom Zivota (Zupanc i Horschke, 1995).
Gmazovi, vodozemci i ribe pokazuju bolju neurogenezu u odnosu na ptice kod kojih se
proliferacija i neurogeneza odvijaju rasprseno po prednjem mozgu (Kaslin i sur., 2008).

Utvrdena razlika u sposobnosti stvaranja novih neurona izmedu ,,nizih* i ,,viSih*
kraljeZznjaka povezana je 1 sa sposobnos¢u regeneracije srediSnjeg Ziv€anog sustava nakon
ozljeda. Zamjena oStecenih neurona nakon ozljeda ili neurodegenerativne bolesti sa novim
neuronima kod sisavaca je obi¢no nemoguéa (Goldman-Raki¢, 1980). Ribe se pak odlikuju
velikom sposobno$¢u regeneracije aksona (Mayer 1 sur., 1985; Stuermer i sur., 1992; Becker
1 sur., 1997) ili ¢ak cijelih neurona (Zupanc i Ott, 1999; Cameron, 2000) u srediSnjem
zivéanom sustavu nakon ozljeda ili lezija (Stuermer i sur., 1992). Od svih riba, prave
kostunjace posebno se isti¢u jer imaju ogromnu sposobnost regeneracije srediSnjeg zivéanog
sustava, ledne mozdine i retine (Kirsche 1965; Zupanc 2001b).

U odraslom mozgu pravih koStunjaca vecéina mitotickih stanica utvrdena je u
visokokoncentriranim, malim 1 dobro definiranim podru¢jima mozga tzv. proliferacijskim
zonama (Zupanc, 2006)., kojih kod pravih kostunjaca ima nekoliko (Zupanc i Horschke,
1995; Zupanc i sur., 2005; Grandel i sur., 2006), a protezu se duz cijelog mozga.

U olfaktornom bulbusu broj proliferacijskih stanica je malen i ve¢ina ih je utvrdena u
vanjskom glomerularnom sloju dok je manji dio ustanovljen u unutra$njim slojevima (Zupanc
i Horschke, 1995). Od cijelog prednjeg mozga broj proliferacijskih stanica najveci je u
dorsolateralnom dijelu 1 to u dorzalnoj, ventralnoj 1 straznjoj regiji dorzolateralnog prednjeg
mozga (Zupanc, 2006). Sli¢no olfaktornom bulbusu, broj proliferacijskih stanica u navedenim
podru¢jima je malen (Zupanc i Horschke, 1995). Srednji mozak se brojnos¢u proliferacijskih
stanica bitno ne razlikuje od olfaktornog bulbusa i telencefalona. Stanice su rasporedene
podjednako u svim slojevima optickog tektuma. Takoder su utvrdene i u strukturi torus
longitudinalis. Prema brojnim istraZzivanjima, mali mozak je izvor ve¢ine novih neurona u

odraslom mozgu koStunjaca (Zupanc, 2008): u prosjeku 75% progenitorskih stanica kod
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Apteronotus leptorhynchus (Zupanc i Horschke, 1995) i oko 60% kod zebrice (Danio rerio)
(Hinsch i Zupanc, 2007). Ostalih 25% odnosno 40% progenitora rada su u razli¢itim regijama
prednjeg mozga, medumozga, srednjeg 1 straznjeg mozga (Zupanc, 2008). Kvalitativne
analize pokazuju slicnu dominatnost malog mozga u proliferaciji stanica 1 kod drugih pravih
koStunjaca, ukljucujuéi gupija (Poecilia reticulata) (Kranz i Richter, 1970a), komarcu
(Sparus aurata) (Zikopoulos et.al., 2000) i koljuska (Gasterosteus aculeatus) (Ekstrom i sur.,
2001).

Mali mozak pravih koStunjaca je sacinjen od tri glavne podjedinice: kaudalne regije
malog mozga (sacinjena od dvije podjedinice - eminentia granularis 1 lobus caudalis), tijela
malog mozga (corpus cerebelli) 1 valvula cerebelli. Proliferacija stanica u tijelu malog mozga
1 valvuli ogranic¢ena je na molekularni sloj. U eminentia granularis kod A. leptorhynchus
(Zupanc i Horschke, 1995; Zupanc et.al., 1996) odnosno u lobus caudalis kod zebrice
(Zupanc i sur., 2005) nove stanice se produciraju u granularnom sloju. Postmitoticki neuroni
migriraju iz svojih proliferacijskih zona unutar molekularnog sloja tijela malog mozga i
valvule u granularni sloj istih podjedinica (Zupanc i sur., 2005). U eminentia granularis dvije
treCine stanica migriraju kroz susjedni molekularni sloj ponovo u granularni sloj, dakle
migriraju iz srediSnjeg dijela granularnog sloja u straznji dio istog sloja. Preostala jedna
tre¢ina stanica ostaje u srediSnjem dijelu granularnog sloja i u molekularnom sloju. Kod
zebrice, u lobusu caudalis, nema indikacija da neuroni migriraju izvan ove strukture (Zupanc,
2008). Moze se zakljuciti da se ponasaju kao spomenuta jedna trecina stanica u eminentia
granularis. Tijekom migracije mlade stanice su vodene radijalnim glijalnim nitima koje
stvaraju migratorni put u svim podjedinicama malog mozga (Zupanc i Clint, 2003).

Migracija stanica, kao drugi korak neurogeneze, prac¢ena je ekspresijom PSA-NCAM-
a. Poznato je da je nazoCnost PSA-NCAM-a u embrionalnom 1 odraslom mozgu visoko
korelirana sa migracijom i diferencijacijom prekursora nerona (Chuong i Edelman, 1984; Ono
i sur., 1994; Rousselot i sur., 1995).

PSA sa povrSine neuroblasta takoder utjeCe na diferencijaciju novonastalih neurona
(Gascon 1 sur., 2007). Istrazivanja pokazuju da u nedostatku PSA dolazi do preuranjene
diferencijacije neuroblasta Sto se pripisuyje NCAM-NCAM interakciji (Petridis 1 sur., 2004).
PSA-NCAM molekule imaju i ulogu reguliranja prezivljavanja stanica. Dio stanica, nakon §to
s mjesta nastanka dodu na svoje ciljano mjesto podlijezu apoptozi. Ona se javlja izmedu
cetvrtog 1 sedmog tjedna nakon nastanka novih stanica i smatra se mehanizmom kojim se
regulira broj mladih stanica nakon S§to su dosegle svoja odrediSta. Pokazano je da

odstranjivanjem polisijalinske kiseline sa NCAM molekule enzimom Endo-N, broj
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novonastalih neurona dramaticno opada (Gascon i sur., 2007). Istrazivanja pokazuju da
pomanjkanje PSA-NCAM ili NCAM ne utjeCe na mitoticku aktivnost, nego upravo na
povecanje preuranjene smrti nedavno nastalih neurona (Gascon i sur., 2007).

IstraZzivanja neurogeneze, migracije i regeneracije koje ukljuuju ekspresiju PSA-
NCAM zapocela su tek nedavno (Rieger i sur., 2008). Funkcionalni znacaj polisijalinske
kiseline na NCAM molekulu u odrasloj neurogenezi prilicno je nepoznat. Opcenito, odrasla
neurogeneza kod kraljeznjaka slabo je istraZzena pogotovo kod vodozemaca 1 riba. Saznanja o
migraciji odnosno o pocetku migracije, migratornim putevima i kona¢nim odrediStima

novonastalih stanica su vrlo oskudna.
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CILJEVI RADA

Temeljni cilj ovog istrazivanja je utvrditi u kojim se regijama odraslog mozga pravih
koStunjaca (Teleostea) 1 StitonoSa (Chondrostei) odvija neurogeneza odnosno migracija i

diferencijacija prekursora neurona.

Specificni ciljevi istrazivanja su:

1. histoloSkom metodom naciniti atlas mozga za svaku odabranu vrstu ribe;

2. na osnovu pozitivnih PSA-NCAM stanica utvrditi u kojim regijama mozga pojedine
odabrane vrste se odvija migracija i diferencijacija prekursora neurona;

3. s obzirom na utvrdene migracijske zone, izmedu odabranih vrsta riba izvrsiti
usporedbu  izmedu pojedinih vrsta pravih koStunjaca, kao i te izmedu pravih
koStunjaca i Stitonosa;

4. dobivene rezultate interpretirati s obzirom na ekoloske uvjete u kojima riba zivi i s

obzirom na sistematiku.

HIPOTEZE

Na osnovu definiranih ciljeva istrazivanja postavljena je sljedeca radna hipoteza:

1. migracija i diferencijacija prekursora neurona pracena je ekspresijom PSA-NCAM;

2. PSA-NCAM pozitive stanice (neuroni ili glija) koncentrirane su u malim regijama te
su prepoznatljive kao migracijske zone koje se razlikuju s obzirom na vrstu riba;

3. izmedu analiziranih Sest vrsta riba ofekuje se pozitivna reakcija na PSA-NCAM kod
svih vrsta te dominantnost jedne mozdane regije u odnosu na druge s obzirom na

potencijal produkcije neurona.
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Provedeno istrazivanje dio je projekta pod naslovom ,Uloga lipidnih splavi i
glikokonjugata u razvoju 1 regeneraciji Ziv€anog sustava” odobrenog od Ministarstva
znanosti, obrazovanja 1 Sporta pod brojem #219-0061194-2158 voditelja prof. dr. sc. Marija
Heffer.

3.1. Uzorak

Vrste riba koriStene u radu su Saran (Cyprinus carpio), porodica Cyprinidae; som
(Silurus glanis), porodica Siluridae; grge¢ (Perca fluviatilis), porodica Percidae; kalifornijska
kalifornijska pastrva (Onchorincus mykiss), porodica Salmonidae; keciga (Acipenser
ruthenus) porodica Acipenseridae 1 Stuka (Esox lucius), porodica (Esocidae).

Saran (Cyprinus carpio) i som (Silurus glanis) uhvaéeni su na ribnjaku ,,Grudnjak®,
grge€i (Perca fluviatilis) u privatnom ribnjaku obitelji Kolak (Opatovac), a kalifornijske
pastrve (Onchorincus mykiss) u privatnom ribnjaku ,,Valis Aurea” (Pozega). Kecige su
uhvaéene u Dunavu u Sarengradu, a §tuke u Dravi kod Osijeka uz profesionalnu pomo¢. Od
svake od odabranih vrsta riba Zrtvovano je po deset jedinki radi uzimanja mozga. Sekcija
mozga napravljena je neposredno nakon izlova ribe. Uzorci su stavljeni u ohladeni fiksativ
(4% puferirani paraformaldehid, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) ili pohranjeni u led.
Sve vrste koriStene u ovom radu uzorkovane su u zimskim mjesecima kako bi usporedivanje

medu njima bilo moguce.

3.2. Obrada uzorka

Nakon 48-satne fiksacije na +4°C u 4% paraformaldehidu u 0,1M PBS (fosfatni pufer,
engl. phosphate buffer saline) i s podeSenim pH na fizioloSku vrijednost 7,4 svi uzorci mozga
su krioprotektirani. Krioprotekcijom uzorak dehidriramo kako bi izbjegli grubu kristalizaciju
citoplazmatske vode, ¢ime bi se u procesu smrzavanja tkivo oStetilo. Sama krioprotekcija
radena je na +4°C tako da su uzorci stajali prvo u 10% saharozi u 0,1M PBS kroz 24 sata, a
potom u 20% puferiranoj saharozi 48 sati. Nakon kriopreotekcije uslijedilo je smrzavanje
uzoraka kroz nekoliko sekundi u podhladenom isopentanu na -80°C te su se na navedenoj
temperaturi uzorci cuvali do daljnje analize.

Atlas mozga izraden je za svaku vrstu riba. Izrada atlasa podrazumijevala je rezanje

uzoraka mozga na kriostatu (Leica CM3050S, Germany). Svaki mozak rezan je u serijskim
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rezovima u koronarnom, sagitalnom i transverzalnom smjeru debljine 35um. Rezovi su
skupljani u oznacene polistirenske jazice napunjene 0,1M PBS. Svaki deseti rez obojan je
istom histoloSkom, odnosno imunohistokemijskom metodom.

Nakon zavrSenih histoloskih odnosno imunohistokemijskih metoda bojanja te nakon
suSenja preparati su skenirani na skeneru Super Coolscan 9000 (Nikon, Tokyo, Japan), i na
skeneru ScanScope CS (Aperio, Vista, CA, USA). Sve digitalne fotografije su obradene i

pripremljene za tisak u kompjutorskim programima Photoshop i CorelDraw.

3.3. Atlas mozga

3.3.1. Histoloska metoda bojanja po Nisslu

Bojanjem po Nissl-u dobiva se prikaz svih jezgara u mozgu. Kako se bojaju jezgre
neurona i glija stanica u pojedinim regijama Ziv€anog sustava moguca je osnovna orijentacija
prema slojevima mozga.

Svaki deseti kriostatski rez (debljine 35um) navucen je na silanizirano predmetno
staklo iz destilirane vode. Rezovi su dobro osuseni na sobnoj temperaturi. Stakalca su
uronjena na par minuta u otopinu 0.125% Cresylvioleta (Sigma - Aldrich, St.Louis, MO,
USA) u vodi. Nakon bojanja, preparati su odbojavani ispiranjem u destiliranoj vodi i
zakiseljenom etanolu, a zatim dehidrirani uranjanjem u rastu¢e koncentracije etanola kroz
nekoliko minuta 1 to slijede¢im redoslijedom: 70% etanol, 96% etanol te apsolutni alkohol.
Postupak je zavrSen uranjanjem preparata u Hystoclear (National Diagnostics, Atlanta,
Georgia USA) i pokrivanjam permanentnim pokrivalom Hystamount (National Diagnostics,

Georgia USA).

3.3.2. Histoloska metoda bojanja po Gallyas-u

Bojanje po Gallyasu je tehnika srebrne impregnacije vlakana. Snopovi vlakana bojaju
se ovisno o debljini mijelina tako da boja preparata varira od blijedo Zute do tamno smede.
Bojanje snopova vlakana u razli¢itim slojevima mozga omogucava osnovnu orijentacija u
sustavu vlakana i regijama mozga.

I u ovom slucaju je navucen svaki deseti rez mozga na silanizirano predmetno stakalce

1 dobro osuSen na sobnoj temperaturi.
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Na pocetku bojanja preparati su kratko isprani u 96% etanolu. Slijedi ekstrakcija lipida
ispiranjem 15 minuta u ksilolu i 20 minuta u kloroformu, a zatim ponovno ispiranje u etanolu
minutu do dvije, u rastu¢im koncentracijama alkohola kako bi doSlo do rehidracije rezova
(redoslijedom: 96%, zatim 70%, pa 40%).

Nakon ispiranja u etanolu, rehidracija je zavrSena ispiranjem u destiliranoj vodi tri
puta po nekoliko minuta. Zatim su rezovi inkubirani u otopinu amonij-srebro-nitrata kroz 30
minuta, u mraku i1 uz neprekidno mijeSanje. Otopina amonij-srebro-nitrata pripremljena je
prema slijede¢em receptu: 0,1g amonijevog nitrata (Sigma - Aldrich, St.Louis, MO, USA),
0,1g srebrovog nitrata (Sigma - Aldrich, St.Louis, MO, USA, 0,3mL 4%-tnog NaOH ( Sigma
- Aldrich, St.Louis, MO, USA) i do 100 mL dH,O.

Srebrni-nitrat je ispran u 0,5% octenoj kiselini tri puta po par minuta. Preparati su
razvijeni u pripremljenom razvijatu do pojave smedeg obojenja. Razvija¢ je smjesa otopina
A,B 1 C. Otopina A priprema se sa 1000 mL dH,O i 50g bezvodnog natrijevog karbonata
(Sigma - Aldrich, St.Louis, MO, USA). Otopina B se sastoji od 1000 mL dH,O i 2g
amonijevog nitrata, 2g srebrovog nitrata, te 10g volframosilicijeve kiseline (Sigma - Aldrich,
St.Louis, MO, USA), a otopina C je smjesa 1000 mL dH,O 1 2g amonijevog nitrata, 2¢g
srebrovog nitrata, 10g volframosilicijeve kiseline te 7,3mL 37%-tnog formalina (Sigma-
Aldrich, St.Louis, MO, USA).

Razvija¢ je ispran u tekucoj vodi kroz desetak minuta, a potom su preparati prebaceni
vrlo kratko u otopinu za izbjeljivanje 1 fiksiranje. Otopina je pripremljena prema slijede¢em
receptu: 30g kalijevog karbonata (Sigma - Aldrich, St.Louis, MO, USA), 55g EDTA (Riedel-
d Halln, Seelze, Germany), 25¢g Zeljezovog (III) klorida (Sigma - Aldrich, St.Louis, MO,
USA), 120g natrijevog tiosulfata (Sigma - Aldrich, St.Louis, MO, USA), i 20g kalijevog
bromida (Sigma - Aldrich, St.Louis, MO, USA), otopljeni u 1000 mL destilirane vode.
Nakon otopine za izbjeljivanje i fiksiranje preparati su isprani u otopini fiksativa u 0,5%
octenoj kiselini (Sigma - Aldrich, St.Louis, MO, USA). Na kraju su preparati ponovo isprani
pod teku¢éom vodom desetak minuta. Bojanje po Gallyas-u zavrSeno je dehidriranjem
preparata u rastu¢im koncentracijama etanola (70%, 96% 1 apsolutus), odnosno ispiranjem sa

organskim otapalom Hystoclear i pokrivanjem permanentnim pokrivalom Hystomount.
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3.3.3. Imunohistokemija s protutijelima na NeuN i SM1312

Imunohistokemijska analiza je provedena primjenom monoklonskih protutijela NeuN
(Chemicon, Temecula, CA, USA) specificnim za DNA vezujuéi, neuron specifi¢ni protein te
SMI 312 (Stenberg Monoclonals, Baltimore, MD, USA) koji je generalni marker svih aksona
te prepoznaje fosforilirani epitop na neurofilamentima. Kod visih kraljeznjaka ovo protutijelo
obi¢no ne prepoznaje nemijelinizirana vlakna kao Sto su paralelna vlakna 1 substantia
gelatinosa u kraljeznickoj mozdini te ¢e dalje u tekstu biti komentiran kao marker
mijeliniziranih aksona. KoriStenjem protutijela NeuN dobiva se prikaz poloZaja neurona, a uz
pomo¢ protutijela SMI312 vidi se polozaj mijeliniziranih snopova vlakana.

Imunohistokemijski postupak raden je na slobodno plutaju¢im rezovima debljine 35
um u polistirenskim jaZicama napunjenih 0,1MPBS-om. Postupak je zapocet tretmanom
rezova s 1% otopinom peroksida (Kemika, Zagreb) kako bi se uklonila aktivnost endogenih
peroksidaza. Blokiranje nespecificnog vezanja sekundarnog protutijela napravljeno je
otopinom 1% govedeg serumskog albumina (Sigma - Aldrich, St.Louis, MO, USA) i 5%
kozjeg seruma (Gipco, Invitrogen Auckland N.Z.) u 0,1M PBS u trajanju od 2 sata na +4°C i
uz neprekidno treskanje. Rezovi su inkubirani u primarnom protutijelu NeuN, odnosno
SMI312, preko no¢i na +4°C uz neprekidno treskanje. NeuN protutijelo je razrijedeno u
omjeru 1:2000 u pripremljenoj otopini blokinga, a protutijelo SMI312 u razrijedenju 1:10000.
Nakon toga su isprani u pothladenom 0,1M PBS tri puta po 10 minuta, te je uslijedilo
inkubiranje u sekundarnom protutijelu kroz 4 sata na +4°C uz neprekidno treskanje. Kao
sekundarno protutijelo koriSten je biotinilirani kozji anti-misji IgG (Jackson Immunoresearch
lab., West Grove, PA, USA) razrijeden1:500 u blokingu.

Nakon sekundarnog protutijela preparati su isprani 3 puta po 10 minuta u pothladenom
0,IM PBS i prebaceni u tercijarni kompleks, Vector Elite kit (Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA), koji je pripremljen u skladu s uputama proizvodaca. Budu¢i da se
ovaj tercijarni kompleks sastoji od avidina i biotinlirane peroksidaze hrena prije uporabe bilo
ga je potrebno prekonjugirati u otopini blokinga u trajanju od oko pola sata. U tercijarnom
protutijelu preparati su inkubirani 2 sata na +4°C uz neprekidno treskanje. Rezovi su ponovno
isprani, a potom su razvijeni supstratom SIGMAFAST DAB (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) koji je pripremljen u skladu s uputama proizvodaca. Razvijenjem dolazi do precipitacije
supstrata zbog Cega se javlja smede do sivo obojenje na mjestima gdje je doslo do vezanja

primarnog protutijela.
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3. Materijal 1 metode

Preparati su jo$ jednom isprani s 0,1M PBS, iz destilirane vode navuceni na predmetna
stakalca, osuSeni i skenirani na NikonScan skeneru i na skeneru ScanScope CS (Aperio,

Vista, CA, USA).

3.4. Imunohistokemija s protutijelima anti-PSA-NCAM i 735

Na odabranim rezovima nacinjena je imunodetekcija s protitijelima anti-PSA-NCAM
(Chemicon, Temecula, CA, USA) i 735 (dar Rite Gerardy-Schan). Protutijelo 735 prepoznaje
poli 0—(2,8)-sijalinsku kiselinu (PSA, Frosch i sur., 1985). Anti-PSA-NCAM protutijelo
takoder prepoznaje polisijalinsku kiselinu vezanu na NCAM molekulu (tehnicki podatci
dobiveni uz komercijalno protutijelo).

Ovisno o primarnom protutijelu koriStena su dva sekundarna protutijela, biotinilirani
kozji anti-misji IgG uz 735 1 anti-misji [gM (Jackson Immunoresearch lab., West Grove, PA,

USA) uz anti-PSA-NCAM, oba u razrjedenju 1:500.

3.5. Western blot metoda

3.5.1. Obrada uzorka

Western blot metodom nacinjena je detekcija ostalih mogucih proteinskih antigena
koji reagiraju s protutijelima na PSA-NCAM i potvrdena molekulska masa PSA-NCAM
glikoproteina kod svake vrste riba.

Svjezi uzorci mozgova spremljeni su na led odmah nakon sekcije na terenu, a zatim
pohranjeni do daljnje obrade na -80°C. Prije homogenizacije tkiva uzorci su kratko drzani na
sobnoj temperaturi da se odmrznu, a potom homogenizirani.

Uzorci mozdanog homogeniziranog tkiva potom su stavljeni u ,,sample buffer* koji je
napravljen prema receptu: 4mL 100% glicerola (Sigma - Aldrich, St.Louis, MO, USA), 2,4
mL 1M Tris-HCl-a pH =6,8 (Sigma - Aldrich, St.Louis, MO, USA) 0,8g SDS (Sigma -
Aldrich, St.Louis, MO, USA), 40mg bromfenol blue (Carl Roth, GmbH, Karlsruhe, Germany)
0,5mL beta-merkaptoetanola (Sigma - Aldrich, St.Louis, MO, USA) i 3,1mL H,O.

Ukupna koli¢inu proteina odredena je Biuret reakcijom. Za tu metodu prvo je

pripremljena radna otopina na nacin da se 1 dio biuret reagensa (Herbos Dijagnostika, Sisak)
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razrijedio u 9 dijelova destilirane vode. Po 50uL uzorka svake ribe stavljen je u epruvetu sa
2,5ml radne otopine. U jednu epruvetu, umjesto uzorka, stavljen je standard (Albumin
koncentracije 60g/L, Herbos Dijagnostika) u 2,5ml radne otopine. Tako pripremljen standard 1
uzorci stavljeni su u vodenu kupelj 10 min na 37°C. Ukupna koli¢ina proteina odredena je
pomocu spektofotometra (PerkinElmer, Waltman, MA, USA) iz 1000 pL uzorka svakog
uzorka 1 usporedena s istom koli¢inom standarda. Ukupna koncentracije proteina izrazena je u

mg/mL homogenata.

3.5.2. Izrada Western blot metode

Western blot metodom nacinjena je detekcija proteina iz porodice NCAM na
homogenatima svjezega tkiva svih Sest vrsta riba. Nakon §to su uzorci homogenizirani
stavljeni su u pufer za uzorke (eng. sample buffer), prokuhani su na 95°C 10 minuta, a potom
centrifugirani 3 minute na 13000 rpm u centrifugi (Beckman,Avanti 30 Centifuge). Za SDS
page elektroforezu su koriSteni gelovi gradijenta 4-15% (BioRad, Hercules, CA, USA ) na
koje je nanoSeno po 10 pL svakog uzorka te 5 pL WesternC standarda (BioRad, Hercules,
CA, USA). Elektroforeza je trajala oko 1,5 sat na 100V u ,,running bufferu“ (Biorad Hercules,
CA, USA).

Nakon zavrSene elektroforeze razdvojeni proteini su preneseni na PVFD membranu
(BioRad, Hercules, USA) tehnikom Wet blota ili otiska u kadici (Bio rad Hercules, CA,
USA). Postupak blotanja trajao je 60 minuta, pri 30V. Nakon prijenosa na membranu slijedio
je postupak imunodetekcije. Nespecifi¢ne reakcije blokirane su otopinom 5% mlijeka u prahu
1 dodatkom 10% detergenta Tween (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) u omjeru 1:100.
Blokiranje je trajalo 1 sat na +4°C uz neprekidno treskanje. Nakon toga je membrana isprana
otopinom PBS 3 puta po 5 minuta na treskalici u koju je takoder dodan 10% Tween u omjeru
1:200. Ta je otopina koriStena za sva sljedea ispiranja. Nakon ispiranja membrana je
inkubirana u primarnom protutijelu preko no¢i na +4°C uz neprekidno treskanje. Za ovu
imunodetekciju koriStena su visoko specifi¢na protutijela na PSA-NCAM 1 735 u omjerima 1:
5 000. Ista otopina za blokiranje nespecifi¢nih reakcija se koristila i za pripremu protutijela.

Potom je membrana isprana u PBS tri puta po 5 minuta na +4°C na treskalici. Nakon
ispiranja slijedilo je inkubiranje sa biotiniliranim sekundarnim protutijelima IgG 1 IgM klase
kroz 1 sat, ve¢ koriStenim za imunohistokemijski postupak. Nakon ispiranja, membrana je

inkubirana sa Strep Tactin-HRP Conjugate (BioRad, Hercules, CA, USA). Membrana je
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3. Materijal 1 metode

ponovno isprana, a zatim je uslijedilo razvijanje koje je radeno u mracnoj komori s Chemi
glow razvijacem (Alpha Inotech, USA) pripremljenim prema uputama proizvodaca kako bi se
razvila kemiluminiscencija. Konacno je, u razli¢itim vremenskim intervalima, fotografski film

eksponiran sa kemiluminiscentnom PVDF membranom.
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4. Rezultati

4.1. Imunohistokemijski prikaz migracijskih zona u mozgu odabranih vrsta riba

Imunohistokemijom s protutijelima anti-PSA-NCAM 1 735 prikazane su S§iroke
migracijske zone u odraslom mozgu svih odabranih vrsta pravih koStunjaca te jedne vrste
StitonoSa. Pregled migracijskih zona duZz cijelog mozga rezanog u koronarnom 1 sagitalnom
smjeru kod svih odabranih vrsta prikazuju slike od 4 do 15. Radi poblizeg tumacenja,
migracijske zone su prikazane i opisane na pojedinim regijama, odnosno strukturama mozga,
iduéi redom od njegovog rostralnog dijela prema kaudalnom tj. od prednjeg mozga
(telencephalon), preko medumozga (diencephalon) 1 srednjeg mozga (mesencpehalon) do
malog mozga (cerebellum) 1 straznjeg mozga (rhombencephalon). Za navedene zone dan je
prikaz rezultata dobivenih imunohistokemijom s protutijelima 735, anti-PSA-NCAM, NeuN i
histoloskim bojanjem po Nisslu (slike od 16 do 19, i slike od 26 do 34). Samo za vidni tektum
(optic tectum, struktura mesencephalona) uz navedena protutijela i bojanja, dan je i prikaz
rezultata dobivenog imunohistokemijom s protutijelom SMI312 i histoloSkim bojanjem po

Gallyas-u radi bolje orijentacije u njegovim slojevima (slike od 20- 25).
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4. Rezultati

Slika 4. Pregled migracijskih zona kod kalifornijske pastrve (Onchorincus mykiss) (koronarni rezovi). 1) rez kroz prednji mozak; 2) rez kroz
rostralni vidni tektum i rostralni medumozak; 3, 4) dvije razine kroz srednji dio medumozga; 5, 6) dvije razine kroz kaudalni medumozak,
valvulu cerebelli 1 kaudalni hipotalamus; 7) rez kroz kaudalni srednji mozak, kaudalnu valvulu cerebelli 1 kaudalni hipotalamus; 8) rez kroz
isthmus 1 rostralni mali mozak; 9, 10) dvije razine kroz rostralni straznji mozak i kaudalni mali mozak; 11, 12) dvije razine kroz kaudalni straznji
mozak. Strelice u drugom redu slike pokazuju mjesta najveée imunoreaktivnosti na protutijelom PSA-NCAM.
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Slika 5. Pregled migracijskih zona kod kalifornijske pastrve (Onchorincus mykiss) (sagitalni prikaz od lateralno prema medijalno). 1) rez kroz
lateralni vidni korteks i hipotalamus; 2) rez kroz lateralni dio valvule cerebelli, medumozga 1 hipotalamusa; 3) rez kroz prednji mozak,
medumozak, valvulu 1 corpus cerebelli; 4) rez kroz srediSnju liniju od prednjeg mozga, preko medumozga do straznjeg mozga. Strelice u
gornjem redu slike pokazuju velike anatomske regije, dok strelice u drugom redu slike pokazuju mjesta najve¢e imunoreaktivnosti na protutijelo

PSA-NCAM.
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Slika 6. Pregled migracijskih zona kod grgeca (Perca fluviatilis) (koronarni rezovi). 1) rez kroz prednji mozak; 2) rez kroz rostralni vidni tektum
i rostralni medumozak; 3, 4) dvije razine kroz kaudalni medumozak; 5) rez kroz srednji mozak, valvulu cerebelli 1 kaudalni hipotalamus; 6, 7)
dvije razine kroz rostralni straznji mozak 1 kaudalni mali mozak; 8) rez kroz kaudalni straznji mozak. Strelice u drugom redu slika pokazuju
mjesta najvece imunoreaktivnosti na protutijelo PSA-NCAM.
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Slika 7. Pregled migracijskih zona kod grgeca (Perca fluviatilis) (sagitalni prikaz od lateralno prema medijalno). 1) rez kroz lateralni vidni
tektum; 2) rez kroz lateralni vidni tektum i hipotalamus; 3) rez kroz lateralni dio tijela cerebeluma i medumozga; 4) rez kroz medumozak i srednji
mozak; 5) rez kroz medumozak, srednji i1 straznji mozak; 6) 1 7) rez kroz srednji i straznji mozak u sredi$njoj liniji. Strelice u gornjem redu slika
pokazuju velike anatomske regije, dok strelice u drugom redu slika pokazuju mjesta najveée imunoreaktivnosti na protutijelo PSA-NCAM.
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Slika 8. Pregled migracijskih zona kod Stuke (Esox lucius) (koronarni rezovi). 1) rez kroz prednji mozak; 2) rez kroz rostralni vidni tektum i
rostralni medumozak; 3, 4) dvije razine kroz kaudalni medumozak i vidni tektum; 5, 6) dvije razine kroz srednji mozak, valvulu cerebelli i
kaudalni hipotalamus; 7) rez kroz isthmus i rosralni dio tijela malog mozga; 8, 9) dvije razine kroz rostralni straznji mozak i1 kaudalni mali

mozak; 10, 11) dvije razine kroz kaudalni straznji mozak. Strelice u drugom redu slika pokazuju mjesta najve¢e imunoreaktivnosti a protutijelo
PSA-NCAM.
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Slika 9. Pregled migracijskih zona kod Stuke (Esox lucius) (sagitalni prikaz od lateralno prema medijalno). 1) rez kroz lateralni vidni tektum; 2)
rez kroz lateralni vidni tektum i hipotalamus; 3) rez kroz medumozak i srednji mozak; 4) rez medumozak, valvulu cerebelli, srednji i straznji
mozak; 5, 6) rez kroz sredi$nje strukture od prednjeg mozga do straznjeg mozga. Strelice u gornjem redu slika pokazuju velike anatomske regije,
dok strelice u drugom redu slika pokazuju mjesta najveée imunoreaktivnosti na protutijelo PSA-NCAM.
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4. Rezultati

Slika 4. prikazuje migracijske zone u mozgu odrasle kalifornijske kalifornijske pastrve
(Onchorincus mykiss). 1du¢i redom od rostralnog ka kaudalnom dijelu migracijske zone
utvrdene imunohistokemijom s protutijelom anti-PSA-NCAM nalaze se u prednjem mozgu,
medumozgu odnosno hipotalamusu, srednjem mozgu odnosno vidnom tektumu i strukturi
torusu longitudinalis, te u strukturama malog mozga kao §to su valvula cerebelli, corpus
cerebelli 1 crista cerebelli. Slabija, ali vrlo slicna distribucija migracijskih zona utvrdena je i s
protutijelom 735. Takoder, migracijske zone oznacene ovim protutijelom su uze nego one kod
anti-PSA-NCAM. Na slici 5. koja prikazuje mozak kalifornijske kalifornijske pastrve rezan u
sagitalnoj ravnini uo€ava se isti raspored migracijskih zona kroz mozak kalifornijske pastrve.
Prisutnost migracijskih zona prati se od rostralnog prema kaudalnom dijelu mozga, gdje se u
straZnjem mozgu uocavaju migracijske zone samo u strukturama vezanim za cerebellum,
odnosno u krovnim strukturama straznjeg mozga, dok u njegovom bazalnom dijelu viSe nema
reaktivnosti. Reaktivnost potpuno prestaje na granici straznjeg moga i kraljeZznicne mozdine
alarno (suprotno od bazalno), te na granici medumozga i tegmentuma srednjeg mozga
bazalno.

Grge¢ (Perca fluviatilis) po distribuciji migracijskih zona utvrdenim s protutijelom
anti PSA-NCAM sli¢i kalifornijskoj pastrvi gdje su migracijske zone utvrdene u svim
regijama mozga. Gledajuéi rostralno prema kaudalnom dijelu mozga, migracijske zone
prisutne su u prednjem mozgu i medumozgu i to u njegovom ventralnom podrucju (thalamus
ventralis), dorzalnom podrucju (thalamus dorsalis) i u podrucju jezgre tzv. nucelus
habenularis te u strukturi hipotalamusa tzv. lobus inferior hypothalami. Nadalje, migracijske
zone se protezu u srednjem mozgu te u strukturama vezanim za mali mozak kao §to su valvula
cerebelli, tijelo cerebeluma 1 crista cerebelli. Migracijske zone utvrdene s protutijelom 735
najizrazenije su u strukturi crista cerebelli a nesto slabija u dijelu medumozga, vidnog
tektuma te corpusa cerebelli (slika 6). I kod ove vrste uocen je nedostatak migracijskih zona u
bazalnim dijelovima straznjeg mozga Sto znaci da sposobnost migracije neurona iduci prema
lednoj mozdini opada (slika 7).

Stuka po rasporedu migracijskih zona utvrdenih imuniohistokemijom s protutijelom
anti-PSA-NCAM slic¢i kalifornijskoj pastrvi u rostralnim strukturama mozga (slika 8). Ove
dvije vrste razlikuju se po migracijskim zonama u medumozgu i srednjem mozgu koje su kod
Stuke, za razliku od kalifornijske pastrve, utvrdene u gotovo cijelom medumozgu i srednjem
mozgu, te dopiru od straznjeg mozga do kraljezni¢ne mozdine (slika 9). Kod ove vrste,
prestanak reaktvnosti u smislu izostanka migracijskih regija u bazalnim dijelovima straznjeg

mozga nije uocen. Takoder se 1 kod ove vrste zamjecuje isti raspored migracijskih zona sa
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slabijom 1 specificno naglasenom ekspresijom PSA-NCAM epitopa kojeg prepoznaje

protutijelo 735 u prednjem mozgu, svim dijelovima malog mozga i dijelovima hipotalamusa.
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Slika 10. Pregled migracijskih zona kod Sarana (Cyprinus carpio) (kornarni rezovi). 1) rez kroz prednji mozak; 2, 3) dvije razine kroz rostralni
vidni tektum, valvulu cerebelli i rostralni medumozak, 4, 5) dvije razine kroz srednji mozak, valvulu cerebelli 1 kaudalni hipotalamus; 6, 7) dvije
razine kroz mali mozak i rostralni dio straznjeg mozga; 8, 9, 10) dvije razine kroz rostralni 1 srednji dio straznjeg mozga; 11) rez kroz kaudalni
straznji mozak. Strelice u drugom redu slika pokazuju mjesta najve¢e imunoreaktivnosti na protutijelo PSA-NCAM, a u Cetvrtom redu mjesta

najvece imonoreaktivnosti na protutijelo 735.
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4. Rezultati

Slika 11. Pregled migracijskih zona kod Sarana (Cyprinus carpio) (sagitalni prikaz prikaz od lateralno prema medijalno). 1, 2) dvije razine kroz
lateralni vidni tektum, hipotalamus, valvulu cerebelli 1 lob X; 3) rez kroz lateralni prednji mozak, valvulu cerebelli 1 tijelo malog mozga te
medumozak; 4, 5) dvije razine kroz sredisnji medumozak, srednji i straznji mozak. Strelice u gornjem redu slika pokazuju velike anatomske
regije, dok strelice u drugom redu slika pokazuju mjesta najvece imunoreaktivnosti na protutijelo PSA-NCAM.
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Slika 12. Pregled migracijskih zona kod soma (Silurus glanis) (koronarni rez). 1) rez kroz prednji mozak, 2, 3) dvije razine kroz medumozak i
rostralni mali mozak; 4, 5) dvije razine kroz srednji mozak, valvulu cerebelli 1 kaudalni hipotalamus; 6, 7) dvije razine kroz mali mozak 1
kaudalni srednji mozak; 8, 9, 10) tri razine kroz rostralni, srednji i kaudalni straznji mozak. Strelice u prvom redu pokazuje anatomsku strukturu,

a strelice u drugom redu slike pokazuju mjesta najve¢e imunoreaktivnosti na protutijelo PSA-NCAM.
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Slika 13. Pregled migracijskih zona kod soma (Silurus glanis) (sagitalni prikaz od lateralno prema medijalno). 1, 2) dvije razine kroz lateralni
prednji mozak, vidni tektum, hipotalamus i valvulu cerebelli ; 3) rez kroz prednji mozak, valvulu cerebelli i tijelo malog mozga te medumozak;
4, 5 1 6) tri razine kroz sredi$nji prednji mozak, medumozak, srednji 1 straznji mozak. Strelice u gornjem redu slika pokazuju velike anatomske
regije, dok strelice u drugom redu slike pokazuju mjesta najvece imunoreaktivnosti na protutijelo PSA-NCAM.
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Slika 14. Pregled migracijskih zona kod kec¢ige (Acipenser ruthenus) 1) rez kroz prednji mozak; 2) rez kroz medumozak; 3) rez kroz rostralni

srednji mozak 1 kaudalni medumozak; 4, 5) dvije razine kroz srediS$nji dio srednjeg mozga i valvulu cerebelli

; 6) rez kroz rostralni straznji

mozak i auriculu cerebelli; 7, 8) dvije razine kroz straznji mozak (razina nervus trigenimus); 9) rez kroz straznji mozak (razina nervus octavus);
10, 11) dvije razine kroz straznji mozak (razina nervus lineae lateralis posterior). Strelice u drugom redu slika pokazuju mjesta najvece

imunoreaktivnosti na protutijelo PSA-NCAM.
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Slika 15. Pregled migracijskih zona kod kecige (Acipenser ruthenus) (sagitalni prikaz od lateralno prema medijalno). 1) rez kroz lateralni prednji
mozak i medumozak 2) rez kroz vidni tektum, srednji mozak i valvulu cerebelli; 3) rez kroz prednji mozak, medumozak i tijelo malog mozga; 4)
rez kroz srediSnji medumozak, srednji 1 straznji mozak. Strelice pokazuju velike anatomske regije 1 mjesta najvece imunoreaktivnosti na

protutijelo 735.
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Slike 10 1 11 pokazuju raspored migracijskih zona utvrdenih s protutijelom anti- PSA-
NCAM i 735 kod sarana (Cyprinus carpio). Migracijske zone postoje u svim regijama mozga
uz slabiju ekspresiju epitopa kojeg prepoznaje protutijelo 735. U prednjem mozgu
migracijske zone utvrdene protutijelom anti-PSA-NCAM (u daljnjem tekstu PSA-NCAM
zone) nalaze se difuzno u cijelom tektumu, dok je reaktivnost s protutijelom 735 (u daljnjem
tekstu 735 zone) znatno slabija. Medumozak je u cijelosti pozitivan sa oba protutijela, s tim
da je kaudalni medumozak jace pozitivan u odnosu na rostralni, a u cijelom mozgu posebno
se ekspresijom isticu hipotalamus 1 lobus inferior hypothalami. Epitop protutijela 735 je
slabije ekspresije. Vidni tektum je pozitivan i na PSA-NCAM i na 735 protutijelo. Raspored
PSA-NCAM zone u strukturi valvula cerebelli bitno se razlikuje od 735 zona (slika 11). Dok
su PSA-NCAM zone u svim slojevima valvule, 735 zone su samo u granularnom sloju
valvule. Kaudalno od valvule pozitivne su strukture corpus cerebelli i crista cerebelli te, u
rostralnom dijelu straznjeg mozga, posebni reznjevi: glosofaringealni, facijalni i vagalni.

Sli¢no Saranu, i som (Silurus glanis) pokazuje raspored migracijskih zona duz cijelog
mozga gledajuci koronarne (slika 12) i sagitalne rezove mozga (slika 13). Kao i kod Sarana
uocena je slabija ekspresija epitopa protutijela 735. Takoder, zamjetna je imunoreaktivnost
oba protutijela u posebnoj strukturi ell i lob VII.

Keciga, iako po sistematici ne pripada skupini pravih koStunjaca nego je predstavnik
StitonoSa, pokazuje veliku slicnost u rasporedu migracijskih zona sa pravim kostunjacama
(slike 14 1 15). I kod ove vrste utvrdeno je da su migracijske zone rasporedene duz cijelog
mozga. Ekspresija PSA-NCAM epitopa kojeg prepoznaje protutijelo 735 kod ove vrste nije
drasti¢no slabija kao kod predstavnika pravih koStunjaa. Migracijske zone utvrdene
protutijelom PSA-NCAM gotovo su jednako izrazene kao i 735 zone u prednjem mozgu,
medumozgu 1 srednjem mozgu. Tek se kod strukture valvula cerebelli 1 ostalih struktura
straznjeg mozga kao Sto su corpus i crista cerebelli te auricula cerebelli uo€avaju razlike u
izrazaju PSA-NCAM 1 735 epitopa. U navedenim strukturama 735 zone su u odnosu na PSA-
NCAM zone nesto slabije izrazene. U straznjem mozgu na razini nervus lineae lateralis
posterior nema znatne razlike u PSA-NCAM 1 735 zonama na strukturi lobus vagus.

Straznji mozak kecige pokazuje reaktivnost u smislu da su migracijske zone prisutne u
straznjem mozgu od njegovog rostralnog dijela do njegovog kaudalnog dijela.

Pozitiva ekspresija PSA-NCAM molekule utvrdena s oba protutijela detektirana je u
bazalnim dijelovima straznjeg mozga kod kecige (slika 15) 1 ostalih vrsta kao §to su som i
Saran odnosno onih vrsta koje na straznjem mozgu posjeduju posebne reZznjeve za

interpretaciju osjeta koji dolaze iz razlicitih okusnih pupoljaka (slike 111 13).
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Po imunoreaktivnosti migracijskih zona Saran i som pokazuju sli¢nost sa Stukom, dok
ove tri vrste riba pravih koStunjaca zajedno pokazuju sli¢nost sa ke¢igom kao predstavnikom

StitonoSa.
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4.2. Imunohistokemijski prikaz migracijskih zona u prednjem mozgu odabranih vrsta
riba

Migracijske zone u prednjem mozgu (telencephalon) grgeca, kalifornijske
kalifornijske pastrve i Stuke detektirane sa protutijelima 735 i anti-PSA-NCAM prikazuje
slika 16. Na slici su migracijske zone usporedene sa raspodjelom jezgara neurona
vizualiziranih protutijelom NeuN te preparatima histoloski bojanim po Nisslu koji boja sve
jezgre. Sve tri ribe imaju difuzno obojen prednji mozak, neSto intenzivnije sa protutijelom
PSA-NCAM. Jedino se kod kalifornijske pastrve uocava izostanak bojenja u predjelu tractus
olfactorius medialis.

Kod svih riba uoc¢ava se slabiji intenzitet bojenja s 735, koji je pogotovo izrazen kod
grgeca. Kod kalifornijske pastrve je reakcija na 735 jaca u predjelu area ventralis telencephali
(slika 16, oznaka V) nego kod ostalih riba. Kod Stuke isti epitop ima difuznu raspodjelu.

Protutijelo NeuN najbolje je reagiralo na tkivu kalifornijske kalifornijske pastrve.
Tako ona ima viSe NeuN pozitivnih neurona u dorzalnom dijelu prednjeg mozga (slika 16,
oznaka D) nego u ventralnom dijelu (slika 16, oznaka V).

Sli¢no Stuki, kod Sarana su jezgre koje su reagirale na cresil violet (plavu boju iz
Nisslovog reagensa) smjeStene na dorsalnim rubovima prednjeg mozga (slika 17). Kod soma i
kecige, jezgre su jednoliko rasporedene duz cijelog prednjeg mozga i odgovaraju rasporedu
PSA-NCAM i 735 zona. Takoder PSA-NCAM epitop je izraZeniji od epitopa protutijela 735.
Kod soma i kecige raspored migracijskih zona pozitivnih na PSA-NCAM 1 735 je jednak.
Kod Sarana 735 pozitivna zona je u ventralnom dijelu prednjeg mozga (slika 17), bas kao kod
kalifornijske pastrve (slika 16). Od svih prikazanih vrsta prednji mozak eksprimira marker

neurona najjace kod kalifornijske pastrve.
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Slika 16. Koronarni rez, razina prednji mozak, imunohistokemija protutijelima 735, anti-PSA-
NCAM i NeuN te histolosko bojanje po Nissl-u na mozgu grgeca (Perca fluviatilis),
kalifornijske pastrve (Onchorincus mykiss) i Stuke (Esox lucius). Kraticama i strelicama su
oznacene posebno dobro obojene regije. V — area ventralis telencephali, D - area dorsalis
telencephali, tolm — tractus olfactorius medialis.
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Slika 17. Koronarni rez, razina prednji mozak, imunohistokemija protutijelima 735, anti-PSA-
NCAM i NeuN i histolosko bojanje po Nissl-u u mozgu Sarana (Cyprinus carpio), soma
(Silurus glanis) 1 kecige (Acipenser ruthenus). Kraticama su oznacene posebno dobro obojene

regije. V — area ventralis telencephali, D - area dorsalis telencephali.
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4.3. Imunohistokemijski prikaz migracijskih zona u medumozgu kod odabranih vrsta
riba

Radi poblizeg utvrdivanja migracijskih zona u medumozgu (diencephalon) kod svih
Sest odabranih vrsta riba izdvojena je struktura lobus inferior hypothalami. Ova struktura
predstavlja najveéi dio hipotalamusa, regije koja je glavni centralni regulator autonomnih
zivcanih funkcija.

Slika 18. pokazuje navedenu strukturu kod grgeca, kalifornijske pastrve 1 Stuke. Kod
svih navedenih vrsta riba migracijske zone utvrdene imunohistokemijom s protutijelom anti-
PSA-NCAM pokazuju jacu ekspresiju u odnosu na zone utvrdene protutijelom 735. lako je
ekspresija sa 735 slabija, ipak je utvrden isti raspored migracijskih neurona kao u regijama
detektiranim protutijelom anti-PSA-NCAM. Kod sve tri vrste riba uofena je pozitivna
ekspresija markera neurona koja je posebno izrazena kod kalifornijske pastrve. Na osnovu
ovoga zaklju¢ujemo kako cijela struktura lobus inferior hypothalami ima reaktivnost na
protutijelo PSA-NCAM, 735 i NeuN, te da navedene vrste riba u ovoj strukturi pokazuju
visok stupanj sli¢nosti.

Histolosko bojanje po Nisslu kod svih prikazanih vrsta riba na slici 18. pokazuje vecu
gustocu stanica subventrikularno.

Saran, som i ke¢iga pokazuju veliku sli¢nost po migracijskim zonama unutar strukture
lobus inferior hypothalami sa grgeCom, kalifornijskom pastrvom 1 Stukom (slika 19). I kod
ovih vrsta uocena je jaca ekspresija epitopa za anti- PSA-NCAM u odnosu na epitop za
protutijelo 735, a sve tri prikazane vrste medusobno su sli¢ne u rasporedu ovih epitopa.
Takoder, kod sve tri vrste pozitivan je marker neurona NeuN.

Zakljucujemo kako je lobus inferior hypothalami pozitivan na ekspresiju PSA-NCAM

epitopa u svih Sest vrsta.
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Slika 18. Koronarni rez, razina medumozak, struktura lobus inferior hypothalami, imunohistokemija protutijelima 735, anti-PSA-NCAM i NeuN
i histolosko bojanje po Nisslu u mozgu grgeca (Perca fluviatlis), kalifornijske pastrve (Onchorincus mykiss) i Stuke (Esox lucius).
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Slika 19. Koronarni rez, razina medumozak, struktura lobus inferior hypothalami, imunohistokemija protutijelima 735, anti-PSA-NCAM i NeuN
1 histolosko bojanje po Nisslu u mozgu Sarana (Cyprinus carpio), soma(Silurus glanis) i keCige (Acipenser rutheus).
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4.4. Imunohistokemijski prikaz migracijskih zona u srednjem mozgu kod odabranih
vrsta riba

Migracijske zone srednjeg mozga (mesencephalon) pobliZe su prikazane na sljede¢im
strukturama: optic tectum, torus longitudinalis i torus semicircularis. Na navedenim
strukturama prikazane su migracijske zone utvrdene imunohistokemijom s protutijelima anti-
PSA-NCAM (PSA-NCAM regije) 1 735 (735 regije). Na istim strukturama, radi bolje
orijentacije u utvrdivanju migracijskih zona, prikazana je imunohistokemija s protutijelom
NeuN koje pokazuje raspored svih neurona, a na vidnom tektumu i imunohistokemija s
protutijelom SMI312 koja pokazuje raspored vlakana. Takoder je, za sve navedene strukture
srednjeg mozga prikazan raspored jezgara histoloSkim bojanjem po Nisslu, te raspored
mijeliniziranih vlakana u vidnom korteksu histoloSkim bojanjem po Gallyas-u radi bolje
orijentacije u njegovom slojevima.

Slike od 20 do 25. predstavljaju migracijske zone u strukturi optic tectum kod grgeca,
kalifornijske pastrve, Stuke, Sarana, soma i1 kefige. Na svim slikama vidljiv je prikaz
laminarne grade strukture optic tectum, te su skra¢enicama oznaceni njegovi slojevi kako
slijedi: spv - stratum periventriculare, sac - stratum album centrale, sgc - duboki sloj stratum
griseum centrale, sgc-ip - unutrasnji pleksiformni sloj stratum griseum centrale, sfgs -
stratum fibrosum et griseum superficiale, so - stratum opticum, sm - stratum marginale. Prvi
sloj ili stratum periventriculare kao najdublji sloj vidnog tektuma sadrZi najveci broj neurona
zaduzenih za motoriku, odnosno za pokrete oiju. U njemu se nalaze gusto smjeSteni
periventrikularni monopolarni neuroni koji Salju dendrit 1 njegovo Siroko razgranjenje u
gornje slojeve. Trnovi dendrita ovih neurona reagiraju promjenom oblika 1 veli¢ine na
promjene u socijalnom okolisu ribe (Coss i Globus, 1978, 1979; Burgess i Coss, 1980). Drugi
sloj ili stratum album centrale, sadrzi puno tektalnih eferentnih vlakana 1 tijela velikih
eferentnih multipolarnih tektalnih stanica. Sredis$nji sloj optiCkog tektuma, stratum griseum
centrale, podijeljen je u dublji tre¢i sloj (sge - duboki sloj stratum griseum centrale) i vanjski
cetvrti sloj (sge-ip - unutrasnji pleksiformni sloj stratum griseum centrale), i sadrzi raznolike
dendrite, aksone i stanice (Nieuwenhuys i sur., 1998). Peti sloj ili stratum fibrosum, izgraden
je od razli¢itih neurona na kojima zavrsava veéina retinalnih vlakana $estog sloja. Sesti ili
opticki sloj (stratum opticum) sadrzi retinalna vlakna koja zavrSavaju u petom sloju
(Nieuwenhuys 1 sur.,, 1998). Zadnji marginalni sloj ili sedmi sloj izgraden je od

nemijeliniziranih paralelnih vlakana koja stizu iz torus longitudinalisa (Nieuwenhuys i sur.,
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1998). Ovakvu laminarnu gradu imaju sve odabarene vrste riba osim keciga. Kod nje se
srediS$nji sloj ne dijeli na dublji 1 vanjski sloj nego predstavlja jednu cjelinu.
Slika 26. prikazuje migracijske zone strukture forus longitudinalis, a slika 27.

migracijske zone u strukturi forus semicircularis.
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Slika 20. Koronarni rez, razina srednji mozak, struktura vidni korteks, imunohistokemija
protutijelima 735, anti-PSA-NCAM, NeuN i SMI312 i histolosko bojanje po Nisslu i
Gallyasu u mozgu grgeca (Perca fluviatilis). Skra¢enicama su oznacene pojedine lamine kako
slijedi: spv- stratum periventriculare, sac- stratum album centrale, sgc- duboki sloj stratum
griseum centrale, sgc-ip- unutras$nji pleksiformni sloj stratum griseum centrale, stgs- stratum
fibrosum et griseum superficiale, so- stratum opticum, sm- stratum marginale. Rimskim
brojevima oznacene su pozitivne (desno) i negativne (lijevo) strukture kaudalnog medumozga
na protutijelo PSA-NCAM kako slijedi: I- thalamus dorsalis, 11- lobus inferior hypothalami,
II1- central pretectal nucleus, IV- tectum opticum ventralis.
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Slika 21. Koronarni rez, razina srednji mozak, struktura vidni korteks, imunohistokemija
protutijelima 735, anti-PSA-NCAM, NeuN i SMI312 1 histolosko bojanje po Nisslu i1
Gallyasu u mozgu kalifornijske pastrve (Onchorincus mykiss). Skraéenicama su oznacene
pojedine lamine kako slijedi: spv - stratum periventriculare, sac- stratum album centrale, sgc-
duboki sloj stratum griseum centrale, sgc-ip - unutrasnji pleksiformni sloj stratum griseum
centrale, sfgs- stratum fibrosum et griseum superficiale, so - stratum opticum, sm - stratum
marginale. Rimskim brojevima oznacene su pozitivne (desno) i negativne (lijevo) strukture
kaudalnog medumozga na protutijelo PSA-NCAM kako slijedi: I- thalamus dorsalis, 11- lobus
inferior hypothalami, 111- hypophysis, IV- tectum opticum ventralis.
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Slika 22. Koronarni rez, razina srednji mozak, struktura vidni korteks, imunohistokemija
protutijelima 735, anti-PSA-NCAM ,NeuN i1 SMI312 1 histolosko bojanje po Nisslu i
Gallyasu u mozgu Stuke (Esox lucius). Skracenicama su oznacene pojedine lamine kako
slijedi: spv - stratum periventriculare, sac - stratum album centrale, sgc - duboki sloj stratum
griseum centrale, sgc-ip - unutrasnji pleksiformni sloj stratum griseum centrale, sfgs- stratum
fibrosum et griseum superficiale, so - stratum opticum, sm - stratum marginale. Rimskim
brojevima oznacene su pozitivne (desno) i negativne (lijevo) strukture kaudalnog medumozga
na protutijelo PSA-NCAM kako slijedi: I- thalamus dorsalis, 11- lobus inferior hypothalami,
III- central pretectal nucleus.
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Grge¢ (slika 20) u strukturi optic tectum ima najjacu pozitivnost protutijelom anti-
PSA-NCAM u slojevima projekcionih neurona SGC te u sloju raznolikih neurona (SFGC) na
kojima zavrSavaju retinalni neuroni iz optickog sloja (SO). Ista takva jaka pozitivnost
navedenim protutijelom uocljiva je i u vanjskom 7. sloju tzv. stratum marginale i zrnatom
sloju interneurona SPV. Nesto slabija reakcija prisutna je u 2. sloju tzv. stratum album
centrale. Jedino u 6. sloju tzv. optickom sloju (SO) izostaje pozitivnost protutijelom anti-
PSA-NCAM. Na osnovu ovakve raspodjele bojenja zakljucujemo da kod grgea u svim
slojevima optickog tektuma dolazi do migracije i1 plasti€nosti neurona osim u optickom sloju
koji sadrzi veéinu retinalnih vlakana koji zavrSavaju u petom sloju. Specifi¢nost navedenog
sloja je da on neprekidno raste, a njegova vlakna stalno se premjestaju. Iz ovoga zakljucujemo
kako sama retinalna vlakna nemaju veliku plasti¢nost te su veze retine 1 tektuma vrlo stabilne,
ali krajevi ovih aksona koji zavrSavaju u petom sloju nalaze se u zoni velike plasti¢nosti.

Istu pozitivnost po slojevima optickog tektuma pokazuje i protutijelo 735 ali sa znatno
slabijim bojanjem §to se posebno uocava u 3. sloju (SGC), 4. sloju (SGC-IP), petom sloju
(SFGC) 1 7. (SM) sloju. Jedino su NeuN pozitivni samo mali zrnati interneuroni u sloju SPV
1 SAC, a ti neuroni su pozitivni kako s anti-PSA-NCAM tako i sa protutijelom 735. Sa
rasporedom pozitivnih neurona s anti-PSA-NCAM 1 735 preklapa se i raspored vlakana u
svim slojevima osim u 1. najdubljem sloju SPV. Imunoreaktivnost na protutijelo SMI312
prikazuje raspored vlakana od 2. do 5. sloja sa izrazenim bojanjem vlakana na granici izmedu
3. 14. sloja, te na granici izmedu 4. 1 5. sloja. Vlakna su utvrdena i u 7. rubnom sloju dok u 6.
optickom sloju nisu.

Na 20. slici osim $to je na rezu srednjeg mozga prikazana laminarna grada optickog
tektuma, oznacene su 1 strukture kaudalnog medumozga pozitivne i negativne na protutijelo
anti-PSA-NCAM. Thalamus dorsalis (oznaka 1) i lobus inferior hypothalami (oznaka II) su
PSA-NCAM pozitivne strukture, dok su tzv. jezgra central pretectal nucleus (oznaka III) 1
tectum opticum ventralis (oznaka IV) negativne strukture. Ove dvije strukture su vjerojatno
sjediSta visoko diferenciranih neurona. Central pretectal nucleus smatra se integracijskim
srediStem izmedu retine, optickog tektuma i cerebelluma.

Kod kalifornijske pastrve (slika 21) reaktivnost na protutijelo anti-PSA-NCAM 1 735
prisutna je u svim slojevima osim u 2. i 6. sloju. Kada usporedimo PSA-NCAM regiju sa 735
regijom, osim $to se uocava slabija ekspresija u 735 regiji (osim u 3.sloju), vidljiva je i razlika
u dominantnosti odredenog sloju u odnosu na ostale. Naime, od svih slojeva pozitivnih na

PSA-NCAM najjace je obojen 7. sloju tzv. stratum marginale.
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Za razliku od grgeca, kalifornijska pastrva ima NeuN pozitivne neurone od 1. do 6.
sloja, s tim da ih je najviSe u sloju malih zrnatih interneurona (SPV koji su svi pozitivni, dok
su u ostalim slojevima pozitivni mali interneuroni). U sedmom sloju NeuN pozitivni neuroni
nisu utvrdeni. Mijeliniziranih vlakana utvrdenih protutijelom SMI312 nema u sedmom sloju
izrazito pozitivnog na PSA-NCAM i bogatog nemijeliniziranih vlaknima iz torusa
longitudinalisa. Takoder SMI312 pozitivnih vlakana nema ni u 1. 1 3. sloju tektuma
kalifornijske pastrve, dok ih u ostalima ima.

Na slici 21. uocljiva je struktura kaudalnog medumozga koja ne pokazuje pozitivnost s
protutijelom anti-PSA-NCAM. Radi se o strukturi tectum opticum ventralis (oznaka IV) koja
je, kao i kod grgeca, vjerojatno sjediSte visoko diferenciranih neurona. Ostale oznacene
strukture (I, II 1 III) pozitivne su na navedeno protutijelo.

Stuka (slika 22), sliéno grge¢u, pokazuje raspored migracijskih neurona utvrdenih
protutijelima anti-PSA-NCAM 1 735 od prvog do petog sloja te opet u sedmom sloju.
Migracijske zone i kod ove vrste, kao kod grgeca i kalifornijske pastrve, nedostaju u Sestom,
opti¢kom sloju. Stuka sli¢i grge¢u i po rasporedu NeuN neurona kojih ima samo u prvom
sloju. Po dominantnosti jednog sloja u PSA-NCAM 1 735 zonama nad ostalim slojevima,
Stuka pokazuje sli¢nost i1 sa pastrvom. Naime, 1 kod ove vrste sedmi, rubni sloj intenzivnijeg
je obojenja od ostalih slojeva §to ukazuje na visok potencijal ovog sloja u migraciji neurona i
njihovoj plastiCnosti. Svim opisanim vrstama riba sedmi sloj tzv. stratum marginale
dominantan je u bojanju nad ostalim slojevima. Radi se o sloju koji se sastoji od
nemijeliniziranih paralelnih vlakana koja pristizu iz strukture torus longitudinalis, strukture
posebno dobro razvijene kod opisanih vrsta.

Kod stuke je, kao 1 kod grgeca, uocena jezgra tzv. central pretectal nucleus kao
negativna na protutijelo anti- PSA-NCAM. Ostale strukture (thalamus dorsalis, oznaka I 1
lobus inferior hypothalami oznaka II) prikazane na slici 22 su pozitivne na navedeno

protutijelo.
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Slika 23. Koronarni rez, razina srednji mozak, struktura vidni korteks, imunohistokemija
protutijelima 735, anti-PSA-NCAM, NeuN i SMI312 i histolosko bojanje po Nisslu i
Gallyasu u mozgu Sarana (Cyprinus caprio). Skraenicama su oznacene pojedine lamine kako
slijedi: spv - stratum periventriculare, sac - stratum album centrale, sgc - duboki sloj stratum
griseum centrale, sgc-ip - unutraSnji pleksiformni sloj stratum griseum centrale, sfgs -
stratum fibrosum et griseum superficiale, so - stratum opticum, sm - Stratum marginale.
Rimskim brojevima oznacena je pozitivna (desno) 1 negativna (lijevo) struktura kaudalnog
medumozga na protutijelo PSA-NCAM kako slijedi: I- thalamus dorsalis, 11- tectum opticum
ventralis.
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Slika 24. Koronarni rez, razina srednji mozak, struktura vidni korteks, imunohistokemija
protutijelima 735, anti-PSA-NCAM, NeuN i SMI312 i histolosko bojanje po Nisslu i
Gallyasu u mozgu soma (Silurus glanis). Skraéenicama su oznacene pojedine lamine kako
slijedi: spv - stratum periventriculare, sac - stratum album centrale, sgc - duboki sloj stratum
griseum centrale, sgc-ip - unutras$nji pleksiformni sloj stratum griseum centrale, sfgs -
stratum fibrosum et griseum superficiale, so - stratum opticum, sm - stratum marginale.
Rimskim brojevima oznacena je negativna struktura kaudalnog medumozga na protutijelo
PSA-NCAM kako slijedi: I- nucleus anteriror tuberis.

57



4. Rezultati

KECIGA GALLYAS SA-NCAM

-

.

PSA-NCAM

Slika 25. Koronarni rez, razina srednji mozak, struktura vidni korteks, imunohistokemija
protutijelima 735, anti-PSA-NCAM, NeuN i SMI312 1 histolosko bojanje po Nisslu i
Gallyasu u mozgu kecige (Acipenser ruthenus). Skra¢enicama su oznacene pojedine lamine
kako slijedi: spv - stratum periventriculare, sac - stratum album centrale, sgc - duboki sloj
stratum griseum centrale, sfgs - stratum fibrosum et griseum superficiale, so - stratum
opticum, sm - stratum marginale. Rimskim brojevima oznafena je negativna struktura
kaudalnog medumozga na protutijelo PSA-NCAM kako slijedi: I- hypothalamus.
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4. Rezultati

Slika 23. pokazuje migracijske regije vidnog tektuma (optic tectum) kod Sarana.
Imunoreaktivnost na protutijelo anti-PSA-NCAM kod ove ribe prisutna je u svim slojevima,
od prvog, najdubljeg do zadnjeg marginalnog sloja ili 7. sloja. Upravo je ovaj sloj
najizrazeniji po bojanju, dok je drugi sloj, stratum album centrale, u odnosu na njega slabijeg
obojenja. Kada usporedimo PSA-NCAM zonu sa 735 zonama, uocava se slabija ekspresija u
735 regiji pogotovo u sedmom sloju. Pozitivnih NeuN neurona ima najvise u drugom sloju a
jos$ se slabije pojavljuju u tre¢em 1 Cetvrtom sloju. Imunohistokemija protutijelom SMI312
otkriva raspored pojedinacnih vlakana od tre¢eg do petog sloja.

Na 23. slici osim §to je na rezu kroz srednji mozak prikazana laminarna grada
optickog tektuma, oznacena su i strukture kaudalnog medumozga pozitivne i negativne na
protutijelo anti-PSA-NCAM. Thalamus dorsalis (oznaka I) je PSA-NCAM pozitivna
struktura, dok je fectum opticum ventralis (oznaka II) negativna struktura. Po ovim
negativnim strukturama koja su sjediSta visoko diferenciranih neurona Saran pokazuje sli¢nost
s medumozgom grgeca i kalifornijske pastrve.

Kod soma (slika 24), isto kao 1 kod Sarana, PSA-NCAM protutijelo boja sve slojeve
kao 1 protutijelo 735, ali opet sa slabijim intenzitetom.

Pozitivnih NeuN neurona ima najviSe u prvom sloju a jo$ se pojavljuju kao
pojedinacni neuroni u drugom, tre¢em, Cetvrtom i petom sloju. Medumozak soma prikazan
takoder na slici 24, ima samo jednu strukturu negativnu na protutijelo anti-PSA-NCAM, a to
je nucleus anteriror tuberis (oznaka I) koja je povezana sa statoakusti¢kim organom odnosno
integracijsko je srediSte izmedu mehanosenzorickog dijela forus semicircularisa,
mehanosenzori¢kog dijela medumozga, odredenih regija prednjeg mozga i preopticke regije.

Keciga (slika 25) se po rasporedu PSA-NCAM epitopa bitno ne razlikuje od ostalih
vrsta. Oba PSA-NCAM epitopa prisutni su u svim slojevima. Keciga, takoder ima pozitivni
marker neurona u prvom sloju, dok se u ostalim slojevima pojavljuju pojedinacni NeuN
pozitivni neuroni. U zadnjem marginalnom, odnosno Sestom sloju koji kod ove vrste
odgovara sedmom sloju ostalih opisanih vrsta, nema pozitivnih NeuN neurona. Mijelinizirana
vlakna pozitivna na protutijelo SMI312 prisutna su u svim slojevima osim u Sestom.
Medumozak je kod ove vrste, za razliku od ostalih vrsta, u potpunosti pozitivan na protutijelo
anti-PSA-NCAM. Slika 25. prikazuje kaudalni medumozak na kojem je oznakom I oznacen

hypothalamus kao pozitivna struktura.
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4. Rezultati

PSA-NCAM

Slika 26. Koronarni rez, razina srednji mozak, struktura torus longitudinalis, imunohistokemija protutijelima 735, anti-PSA-NCAM i NeuN i
histoloSko bojanje po Nisslu u mozgu grgeca (Perca fluviatilis), kalifornijske pastrve (Onchorincus mykiss) 1 Stuke (Esox lucius).
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4. Rezultati

Slika 26. pokazuje uzduzni nabor (forus longitudinalis) kod grgeca, kalifornijske
pastrve i Stuke. Navedena struktura blisko je vezana za oti¢ki tektum 1 karakteristi¢na je
tvorevina svih zrakoperki koju ne nalazimo kod ostalih kraljeznjaka. Buduéi je torus
longitudinalis bolje razvijen kod vrsta koje Zive u nemirnim vodama i onih koje se aktivno
kre¢u izmedu dubokih i plitkih slojeva vode, navedena struktura je prikazana samo kod
grgeca, kalifornijske pastrve 1 Stuke.

Torus longitudinalis pozitivan je na oba epitopa molekule PSA-NCAM kod Stuke, a
neSto manje na epitop 735 1 viSe na PSA-NCAM u kalifornijske pastrve. NajizraZeniji
intenzitet PSA-NCAM je kod grgeca, dok je reakcija na 735 protutijelo jednaka kao i na
kontroli IgG-vezanja (slika 6) pa pretpostavljamo da je u ovoj strukturi izostala reakcija s 735
protutijelom.

Ekspresija markera neurona (NeuN) u ovoj strukturi najizrazenija je kod kalifornijske
pastrve gdje su vidljivi pojedinac¢ni NeuN pozitivni neuroni duz cijele strukture. Kod grgeca,
takoder, postoje NeuN pozitivni neuroni, ali u puno manjoj mjeri nego kod kalifornijske
pastrve, dok Stuka ima nespecificno vezanje markera neurona. Jezgre detektirane histoloskim
bojanjem po Nisslu prisutne su duZ cijele strukture kod svih opisanih vrsta riba.

Pozitivnost strukture torus longitudinalis protutijelom anti-PSA-NCAM dovodi se u
vezu sa pozitivnoséu sedmog, marginalnog sloja optickog tektuma. On je kod navedenih vrsta
riba sloj najjaceg obojenja, odnosno sloj sa najve¢im potencijalom plasti¢nosti. Upravo je taj

sloj izgraden je od nemijeliniziranih paralelnih vlakana koja stizu iz forus longitudinalisa.
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4. Rezultati

SOM 735 PSA-NCAM NeuN NISSL

Slika 27. Koronarni rez, razina srednji mozak, struktura torus semicurcularis, imunohistokemija protutijelima 735, anti-PSA-NCAM 1 NeuN i
histolosko bojanje po Nisslu u mozgu soma (Silurus glanis) i Sarana (Cyprinus carpio).
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4. Rezultati

Slika 27 pokazuje raspored migracijskih zona u strukturi srednjeg mozga - torus
semicircularis. Navedena struktura smjeStena je dorzolateralno u periventrikularnoj regiji
tegmentuma (dno srednjeg mozga). Budu¢i je ova struktura bolje razvijena kod vrsta koje su
pasivno elektroreceptivne kao Sto je primjerice som, na slici je ova struktura prikazana samo
za soma i usporedbe radi za Sarana. Slika 27 prikazuje raspored migracijskih zona pozitivnih
na PSA-NCAM, raspored NeuN pozitivnih neurona, te polozaj strukture forus semicircularis
u koronarnom rezu kroz srednji mozak. Na tim rezovima mozZe se uociti odnos veliine
navedene strukture kod ove dvije vrste riba.

Torus longitudinalis pozitivan je na oba epitopa molekule PSA-NCAM kod obje vrste
sa slabijom reaktivnosti na protutijelo 735. Ekspresija markera neurona (NeuN) u ovoj

strukturi izraZenija je kod soma.

4.5. Imunohistokemijski prikaz migracijskih zona u malom mozgu kod odabranih vrsta
riba

Migracije zone unutar malog mozga (cerebellum) na svim odabranim vrstama riba
pobliZze su prikazane na tri njegove strukture: valvula cerebelli, tijelo malog mozga (corpus
cerebelli) te crista cerebelli.

Slike od 28 do 33 predstavljaju prisutnost migracijskih zona u svim navedenim

strukturama malog mozga kod grgeca, kalifornijske pastrve, Stuke, Sarana, soma i keciga.

63



4. Rezultati

Slika 28. Koronarni rez, razina mali mozak, struktura valvula cerebelli, imunohistokemija
protutijelima 735, anti-PSA-NCAM i NeuN i histolosko bojanje po Nisslu u mozgu grgeca
(Perca fluviatilis), pastve (Onchorincus mykiss) 1 Stuke (Esox lucius). Skracenicama su
oznaceni pojedini slojevi kako slijedi: mol - molekularni sloj, ggl - sloj ganglijskih stanica, grl
— granularni sloj.
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Slika 29. Koronarni rez, razina mali mozak, struktura valvula cerebelli, imunohistokemija
protutijelima 735, anti-PSA-NCAM i NeuN i histolosko bojanje po Nisslu u mozgu Sarana
(Cyprinus carpio), soma (Silurus glanis) 1 kecige (Acipenser rutheus). Skra¢enicama su
oznaceni pojedini slojevi kako slijedi: mol - molekularni sloj, ggl - sloj ganglijskih stanica, grl
— granularni sloj.

Slika 28. prikazuje migracijske zone u valvuli cerebelli grgeca, kalifornijske pastrve i
Stuke. Njeni slojevi raspoznaju se pri pozitivnim obojenjima po Nisslu, odnosno
imuoreaktivno$¢u ma NeuN.

Kod svih vrsta riba izrazeniju imunoreaktivnost ima protutijelo anti-PSA-NCAM u
odnosu na 735. Takoder je, kod svih vrsta utvrdena veca ekspresija PSA-NCAM epitopa u
granularnom sloju u odnosu na molekularni sloj Sto je posebno dobro vidljivo na 735
obojenim preparatima. Srednji sloj ili sloj ganglijskih stanica je neSto manje pozitivan na

PSA-NCA.
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4. Rezultati

Ekspresija NeuN pozitivnih neurona kod grgeca je u odnosu na ostale dvije vrste slabo
izrazena. Za razliku od njega, kalifornijska pastrva ima jaku ekspresiju NeuN neurona koja je
posebno izraZzena u granularnom sloju. U sloju ganglijskih stanica kod kalifornijske pastrve
nema NeuN pozitivnih neurona kao i kod Stuke koja NeuN pozitivne neurone ima samo u
granularnom sloju.

Inace, valvula cerebelli zapravo predstavlja rostralno produzenje malog mozga u
ventrikul srednjeg mozga 1 prisutna je kod svih zrakoperki 1 ujedno je i to njihova specificna
karakteristika. Kod grgeca, kalifornijske pastrve i Stuke priblizno je istog zaobljenog oblika 1
veliCine (slike 4,6, 1 8).

Slika 29 takoder prikazuje migracijske zone u strukturi valvula cerebelli kod Sarana,
soma i ke¢ige. Saran pokazuje sliénost sa pastrvom $tukom i grge¢om. Vanjski, granularni
sloj pokazuje ve¢u PSA-NCAM pozitivnost u odnosu na molekularni sloj. Po pozitivnoj
ekspresiji granularnih nerona detektiranih markerom neurona Saran sli¢i kalifornijskoj
pastrvi. Saran se razlikuje od kalifornijske pastrve, grge¢a i $tuke po obliku i veligini valvule.
Kod njega je ona puno veca nego kod spomenutih vrsta i vise je istegnutog 1 plosnatog oblika
(slika 10).

Som (slika 29) u odnosu na Sarana ima puno manju valvulu cerebelli (slika 12). PSA-
NCAM i 735 zone ne pokazuju dominantnost odredenog sloja u odnosu na drugi. Cak je kod
ove vrste uocena podjednako dobra ekspresija PSA-NCAM epitopa. Imunohistokemijskom
analizom s protutijelom NeuN uofava se pozitivna ekspresija markera neurona u
molekularnom sloju u kojem se nalaze pojedina¢ni neuroni i u granularnom sloju.

Keciga, kao predstavnik stitonosa, pokazuje razliku u gradi valvule u odnosu na vrste
pravih koStunjaca. Valvula cerebelli kod ove vrste je gradena je od dva sloja — vanjskog
granularnog 1 unutraSnjeg molekularnog C¢iji se raspored najbolje uocava na NeuN
preparatima, odnosno histoloskim bojanjem po Nisslu. Intenzitet 735 i PSA-NCAM epitopa
je priblizno medusobno jednak, ali je i jednak u molekularnom i granularnom sloju. Valvula
je kod ove vrste prilicno velika i oblikom je drugacija od oblika valvule pravih koStunjaca
(slika 14). Po rasporedu pozitivnih NeuN neurona keciga kao predstavnik Stitonosa sli¢i Stuki

tj. NeuN pozitivni neuroni su u granularnom sloju dok ih u molekularnom sloju nema.
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4. Rezultati

PASTRVA

Slika 30. Koronarni rez, razina mali mozak, struktura corpus cerebelli, imunohistokemija
protutijelima 735, anti-PSA-NCAM i NeuN i histolosko bojanje po Nisslu u mozgu grgeca
(Perca fluviatilis), kalifornijske pastrve (Onchorincus mykiss) 1 Stuke (Esox lucius).
Skracenicama su oznaceni pojedini slojevi kako slijedi: mol - molekularni sloj, ggl - sloj
ganglijskih stanica, grl — granularni sloj.
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4. Rezultati

SARAN PSA-NCAM  NeuN

Slika 31. Koronarni rez, razina mali mozak, struktura corpus cerebelli, imunohistokemija
protutijelima 735, anti-PSA-NCAM i NeuN i histolosko bojanje po Nisslu u mozgu Sarana
(Cyprinus carpio), soma (Silurus glanis) 1 kecige (Acipenser ruthenus). SkraCenicama su
oznaceni pojedini slojevi kako slijedi: mol - molekularni sloj, ggl - sloj ganglijskih stanica, grl
— granularni sloj.

Slika 30. predstavlja migracijske zone u tijelu malog mozga (corpus cerebelli) kod
grgeca, kalifornijske pastrve i Stuke. Suprotno od valvule, u ovoj strukturi molelukularni sloj
nalazi se s vanjske strane a granulalrni s unutarnje strane. Izmedu ta dva sloja nalazi se sloj
ganglijskih stanica. Za sve navedene vrste napravljena je takoder imunohistokemija
protutijelom NeuN 1 histolosko bojanje po Nisslu.

Grgec€, u odnosu na kalifornijsku pastrvu i Stuku, ima vecu ekspresiju epitopa PSA-
NCAM, a molekularni i granularni sloj podjednaki su po intenzitetu obojenja. Jedino je u

sloju ganglijskih stanica slaba ekspresija PSA-NCAM epitopa. Kod kalifornijske pastrve i
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4. Rezultati

Stuke granularni sloj PSA-NCAM zone je intenzivnije obojen od molekularnog sloja iste
zone. Kod sve tri vrste 735 je slabijeg intenzitet a granularni sloj je veceg intenziteta bojenja
u odnosu na molekularni. Ekspresija NeuN-a razlikuje se kako medu vrstama tako i1 medu
slojevima corpusa. Grgec i1 Stuka u molekularnom sloju pokazuju nespecifi¢nu reakciju s
navedenim protutijelom. U granularnom sloju corpusa postoje pozitivni NeuN neuroni kojih
ima znatno manje u odnosu na granularni sloj neurona u corpusu kalifornijske pastrve. Kod
kalifornijske pastrve u molekularnom sloju corpusa su pozitivni pojedinacni stelarni neuroni.
Kod sve tri vrste, nema pozitivnih NeuN neurona u sloju ganglijskih stanica.

Saran i som po pozitivnoj ekspresiji markera neurona pokazuje sli¢nost s pastrvom
(slika 31).U kecige nalazimo pojedinacne NeuN pozitivne neurone u molekularnom sloju.

Kod Sarana su 1 molekularni i granularni sloj pozitivni na PSA-NCAM epitope. Kod
soma su takoder oba sloja pozitivna, a intenzitet bojenja je podjednak, dok je kod kecige opet
naglaSeniji granularni sloj. Keciga (slika 31), za razliku od predstavnika pravih koStunjaca,
ima raspored slojeva unutar strukture corpus cerebelli isti kao kod valvule sa vanjskim
granularnim slojem 1 unutarnjim molekularnim. Ni u ovoj strukturi keciga, za razliku od
pravih koStunjaca, nema sloj ganglionskih stanica. Takoder i po ekspresiji NeuN neurona
kec¢iga li¢i pravim koStunjacama, odnosno pastravi, Saranu i somu, jer se i kod nje najveca
ekspresija NeuN uocava u granularnom sloju dok se u molekularnom sloju nalaze pojedinacni

NeuN neuroni.
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4. Rezultati

735 PSA-NCAM NeuN NISSL

PASTRVA

Slika 32. Koronarni rez, razina mali mozak, struktura crista cerebelli, imunohistokemija protutijelima 735, anti-PSA-NCAM i NeuN 1 histolosko
bojanje po Nisslu u mozgu grgeca (Perca fluviatilis), kalifornijske pastrve (Onchorincus mykiss) i Stuke (Esox lucius).
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4. Rezultati

735 PSA-NCAM NeuN NISSL

Slika 33. Koronarni rez, razina mali mozak, struktura crista cerebelli, imunohistokemija protutijelima 735, anti-PSA-NCAM i NeuN 1 histolosko
bojanje po Nisslu u mozgu Sarana (Cyprinus carpio ,soma (Silurus glanis) 1 keige (Acipenser ruthenus).
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4. Rezultati

Slika 32. prikazuje strukturu crista cerebelli 1 u njoj detektirane migracijske zone
pozitivne na PSA-NCAM 1 735 epitope kod grgeca, kalifornijske pastrve 1 Stuke. Kod grgeca
je, u odnosu na pastrvu i Stuku, intenzitet PSA-NCAM zone najveci. Nesto slabijeg intenziteta
je 735 zona kod grgeca 1 Stuke, dok kalifornijska pastrva ima isti intenzitet obojenja sa oba
protutijela. Opéenito crista cerebelli je kod grgeca struktura mozga kod koje je pozitivnost na
protutijelo 735 najvece (slika 6). Ekspresija markera neurona (NeuN) postoji na specificnim
neuronima kod kalifornijske pastrve a kod Stuke je bojanje intenzivno, ali ne 1 specificno. Kod
grgeCa u ovoj strukturi nema epitopa ekspresije markera neurona. Slika 33 prikazuje
migracijske zone pozitivne na PSA-NCAM i 735 u strukturi crista cerebelli kod Sarana, soma
i kecige. Sve prikazane ribe na slici 33 imaju pozitivu reakciju na protutijelo anti-PSA-
NCAM 1 735. Medusobno se razlikuju po intenzitetu ekspresije u PSA-NCAM regiji koja je
kod Sarana najizraZenija. Kod ove vrste postoji najveca razlika u imunoreaktivnosti na 735 1
PSA-NCAM. Kod ostale dvije vrste navedena razlika nije uoc€ljiva u tolikoj mjeri. Osim po
migracijskim zonama, ove vrste se razlikuju i po ekspresiji markera neurona (NeuN). Som u
odnosu na Sarana ima vecu ekspresiju. Kod Sarana NeuN pozitivni neuroni su detektirani
samo u rubnim dijelovima strukture crista cerebelli. Naime, kod soma su na NeuN pozitivna
ne samo tijela granularnih neurona (vidi sliku 31) vec i paralelna vlakna koja ovi neuroni Salju

do cristae cerebelli. To nije slucaj kod Sarana kod kojeg su pozitivna samo tijela neurona.
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4. Rezultati

4.6. Imunohistokemijski prikaz migracijskih zona u straznjem mozgu kod odabranih
vrsta riba

Specifi¢ne strukture straZznjeg mozga kod Sarana, soma i kecige prikazane su na slici
34. Radi se o strukturama, odnosno reznjevima zaduzenih za interpretaciju okusa, koje su
tipicne samo za ove ribe: facijalni (lobus facialis - lob VII), glosofaringealni (lobus
glosophatingeus - lob 1X) 1 vagalni rezanj (lobus vagus - lob X). Kod svih vrsta riba ove
strukture pozitivne su na epitope protutijela 735 i anti-PSA-NCAM s razlikom da je kod
Sarana ekspresija PSA-NCAM molekule utvrdena protutijelom PSA-NCAM najizrazenija.
Ribe se razlikuju po navedenim strukturama utoliko Sto Saran ima sve tri strukture, a u gradi
vagalnog reznja (lob X) pokazuje sli¢nost s ke¢igom dok u gradi facijalnog reznja (lob VII)
pokazuje slicnost sa somom. Keciga u straznjem mozgu ima samo vagalni rezanj. Som koji je
pasivno elektrosenzitivan, umjesto vagalnog i glosofaringealnog reznja ima lateralni reZanj
(II) koji svojim medijalnim dijelom interpretira somatosenzoriku (mll), a lateralnim dijelom

elektri¢ne signale iz okoline (ell).
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4. Rezultati
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Slika 34. Koronarni rez, razina rostralni straznji mozak, strukture lobus facialis (1ob VII), lobus glosophatingeus (lob 1X) 1 lobus vagus (lob X), 1
imunohistokemija protutijelima 735, anti-PSA-NCAM i NeuN 1 histolosko bojanje po Nisslu u mozgu Sarana (Cyprinus carpio), soma (Silurus
glanis) 1 kecige (Acipenser ruthenus).
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4. Rezultati

Slika 35. Koronarni rez, razina rostralni straznji mozak, struktura fegmentum imunohistokemija protutijelima 735, anti-PSA-NCAM 1 NeuN 1
histolosko bojanje po Nisslu u mozgu grgeca (Perca fluviatilis), kalifornijske pastrve (Onchorincus mykiss) 1 Stuke (Esox lucius).
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Slika 36.Koronarni rez, razina rostralni straznji mozak, struktura tegmentum imunohistokemija protutijelima 735, anti-PSA-NCAM 1 NeuN i
histolosko bojanje po Nisslu u mozgu Sarana (Cyprinus carpio),soma (Silurus glanis) i kecige (Acipenser ruthenus).
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4. Rezultati

U tegmentumu grgeca, kalifornijske pastrve i Stuke raspoznajemo nekoliko NeuN
pozitivnih neurona koje su oznaCene na slici 35. To su visoko diferencirani neuroni,
vjerojatno male plasticnosti. U grgeca 1 kalifornijske pastrve nalaze se u miljeu koji nije
pozitivan na PSA-NCAM epitope, ali je zato kod Stuke ova skupina neurona unutar PSA-
NCAM pozitivne zone.

Jedino Saran (slika 36) nema u tegmentumu straznjeg mozga NeuN pozitivnih
neurona, mada je cijeli bazalni dio tegmentum pozitivan na oba PSA-NCAM epitopa. Keciga
1 som imaju NeuN pozitivne neurone i ovi su unutar PSA-NCAM pozitivne zone. Ribe koje
imaju straznji mozak pozitivan na PSA-NCAM epitope (Stuka, Saran, som i keciga) imaju
moguénost njegovog obnavljanja koja im je potrebna da bi odrzavali posebne reznjeve,
odnosno osjete vezane uz njih. Stuka nema posebne reZnjeve za interpretaciju okusa pa je
pozitivnost tegmentuma na PSA-NCAM epitope vjerojatno povezana sa isthmus regijom koja
sadrzi izmedu ostalih jezgara i dobro razvijene sekundarne osjetilne jezgre tzv. tectal satellite
ili vizualne jezgre isthmus regije. Ove jezgre za nacin zivota su od posebne vaznosti jer je ona

vizualni predator koja lovi iz zasjede.
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4. Rezultati

4.7. Detekcija anti-PSA-NCAM epitopa metodom imunoblota u mozgu odabranih vrsta
riba

Za sve odabrane vrste riba napravljena je detekcija mogucih proteinskih antigena koji
reagiraju s protutijelima na PSA-NCAM molekulu (anti-PSA-NCAM i 735). Radi utvrdivanja
nespecifi¢nosti vezanja protutijela imunoblot je napravljen i samo sa sekundarnim, IgG i [gM

protutijelom bez prethodne inkubacije s primarnim protutijelom.
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Slika 37. Imunoreaktivnost homogenata mozga grgeca. 1) standard; 2) imunoreaktivnost sa
anti-PSA-NCAM; 3) imunoreaktivnost sa IgM protutijelom; 4) imunoreaktivnost sa 735;
5) imunoreaktivnost sa IgG protutijelom.

Na slici 37 prikazane su vrpce proteina dobivene imunoblotom homogenata tkiva
mozga grgeca. Oba protutijela na PSA-NCAM epitop (anti-PSA-NCAM i 735) prepoznaju
dva proteina, molekulske mase oko 75 kD 1 150 kD (linija 2 i 4). Sekundarna protutijela IgM

1 IgG protutijela prepoznaju samo jedan protein molekulske mase oko 75 kD.
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Slika 38. Imunoreaktivnost homogenata mozga kalifornijske pastrve. 1) standard; 2)
imunoreaktivnost sa anti-PSA-NCAM; 3) imunoreaktivnost sa IgM protutijelom; 4)
imunoreaktivnost sa 735; 5) imunoreaktivnost sa IgG protutijelom.

Slika 38 prikazuje vrpce proteina u mozgu kalifornijske pastrve. Protutijelo na PSA-
NCAM epitop prepoznaje tri proteina, jedan molekulske mase manje od 15 kD, te dva
izmedu 50 1 75 kD (linija 2). Protutijelo na 735 epitop prepoznaje proteine molekulske mase
izmedu 50 i1 75 kD te izmedu 100 kD do iznad 250 kD i ovo protutijelo pokazalo je tzv.
»smear, odnosno razmaz, u rasponu navedenih vrijednosti (linija 4). Sekundarno protutijela
IgM prepoznaje samo jedan protein molekularne mase izmedu 50 1 75 kD (linija 3) a IgG
protutijelo dva proteina molekularne mase izmedu 50 1 75 kD te izmedu 100 i 150 kD (linija
5).
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Slika 39. Imunoreaktivnost homogenata mozga Stuke. 1) standard; 2) imunoreaktivnost sa
anti-PSA-NCAM; 3) imunoreaktivnost sa IgM protutijelom; 4) imunoreaktivnost sa 735;
5) imunoreaktivnost sa IgG protutijelom.

U mozgu Stuke protutijelo na PSA-NCAM epitop (anti-PSA-NCAM) prepoznaje
proteine molekulske mase od oko 75 kD, oko 100 kD te iznad 250 kD (linija 2). Protutijelo na
735 epitop prepoznaje proteine molekulske mase oko 50 i 75 kD te izmedu 100 kD i 150 kD
(linijja 4) u c¢ijem rasponu proteini pokazuju ,smear”, odnosno razmaz. Sekundarno
protutijela I[gM prepoznaje proteine molekulske mase izmedu 75 kD 1 100 kD (linjja 3) a IgG
protutijelo proteine molekulske mase oko 75 kD i 100 kD, te manje molekulske mase t;.

molekulske mase 20 i 25 kD (linija 5).
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Slika 40. Imunoreaktivnost homogenata mozga Sarana. 1) standard; 2) imunoreaktivnost sa
anti-PSA-NCAM; 3) imunoreaktivnost sa IgM protutijelom; 4) imunoreaktivnost sa 735;
5) imunoreaktivnost sa IgG protutijelom.

U mozgu Sarana protutijelo na PSA-NCAM epitop (anti-PSA-NCAM) prepoznaje
proteine molekulske mase od oko 75 kD, te u rasponu izmedu 100 1 250 kD (linija 2) u kojem
je uoen razmaz. Protutijelo na 735 epitop prepoznaje proteine molekulske mase u rasponu
vrijednosti od oko 100 kD do oko 250 kD (linija 4). Sekundarno protutijelo IgM prepoznaje
proteine molekulske mase oko 75 kD i 100 kD (linija 3), dok IgG protutijelo prepoznaje
proteine molekulske mase oko 100 kD (linija 5).
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Slika 41. Imunoreaktivnost homogenata mozga soma. 1) standard; 2) imunoreaktivnost sa
anti-PSA-NCAM; 3) imunoreaktivnost sa IgM protutijelom; 4) imunoreaktivnost sa 735;
5) imunoreaktivnost sa IgG protutijelom.

U mozgu soma proteini koje prepoznaje protutijelo na PSA-NCAM epitop (anti-PSA-
NCAM) molekulskih su masa oko 15 kD, zatim izmedu 25 i 37 kD, te oko 50 kD. Takoder,
ovo protutijelo prepoznaje 1 proteine molekulske mase u rasponu vrijednosti od 100 do iznad
250 kD (linija 2). Protutijelo na 735 epitop prepoznaje proteine molekulske mase oko 751 100
kD, te izmedu 150 i 250 kD (linija 4). Sekundarno protutijelo IgM prepoznaje proteine
molekularne mase oko 75 kD te izmedu 100 i 150 kD (linija 3), dok IgG protutijelo

prepoznaje proteine molekularne mase oko 75 te izmedu 100 1 150 kD (linija 5).
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Slika 42. Imunoreaktivnost homogenata mozga kecige. 1) standard; 2) imunoreaktivnost sa
anti-PSA-NCAM; 3) imunoreaktivnost sa IgM protutijelom; 4) imunoreaktivnost sa 735;
5) imunoreaktivnost sa IgG protutijelom.

Na slici 42 prikazane su vrpce proteina dobivene imunoblotom homogenata tkiva
mozga kecige. Oba protutijela na PSA-NCAM epitop (anti-PSA-NCAM 1 735) prepoznaju
dva proteina, molekularne mase oko 75 kD i 150 kD (linija 2 i 4). Sekundarna protutijela IgM
1 IgG prepoznaju dva proteina molekularne mase oko 75 kD 1 150kD.
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5. Rasprava

5.1. Ekoloski uvjeti i anatomska grada mozga odabranih vrsta riba

Prave koStunjace odlikuju se brojnim varijacijama u morfologiji mozga. Struktura
mozga i njegove funkcije povezani su sa ekoloskim niSama koje vrsta zauzima. Kod riba je
ova povezanost jaCe izrazena nego kod ostalih kraljeznjaka (Lissner, 1932; Evans, 1940;
Uchihashi, 1953). Istrazivane vrste pravih koStunjaca sli€ne su po sistematici (slika 1) 1
klimatolo$kim uvjetima u kojima Zive, ali zauzimaju razli¢ite ekoloske niSe i s tim u vezi
razvile su razlike u morfologiji mozga. Osim $to se medusobno razlikuju, prave kosStunjace
razlikuju se 1 od ostalih skupina zrakoperki poput Stitonosa (slike 2 1 3) kako uslijed
prilagodbe razli¢itim ekoloSkim niSama, tako i s obzirom na sistematiku.

Cilj ovog istrazivanja bio je utvrditi u kojim regijama odraslog mozga pravih
kosStunjaca (Teleostea) i §titonoSa (Chondrostei) se odvija neurogeneza, odnosno migracija i
diferencijacija prekursora neurona, te dobivene rezultate interpretirati s obzirom na ekoloske
uvjete u kojima riba zivi 1 s obzirom na sistematiku.

Varijjacije u gradi tijela i mozga posljedica su selekcijskih pritisaka koji su vladali
tijekom duge evolucije. Na selekcijske pritiske nadovezala se duplikacija cijelog genoma i
promjene u nasljedivanju vezanih gena. Prave su koStunjaCe, za razliku od ostalih
kraljeznjaka, bile tri puta izloZzene duplikaciji genoma (Sato, 2010) u kojima su nastali brojni
»suvisni® geni koji lakSe podlijezu mutacijama. Za promjene u izgledu mozga posebno su
zaduZene mutacije unutar Hox gena koje su potakle regionalno specifi¢nu proliferaciju stanica
usporedno s njihovim poveéanim prezivljavanjem (Ito i sur., 2007). Mehanizam koji
omogucuje pojavljivanje razliCitth oblika mozga je morfogeneza, proces u kojem su
regionalizacija mozga i proliferacija stanica ¢vrsto povezani. Svaka mutacija koja se dogodi u
genu uklju¢enom u morfogenezu mozga, moze doprinijeti poboljSanju regionalno specifi¢ne
proliferacije stanica i prezivljavanju stanica u odgovornim regijama mozga (Ito, 2007). Sve
ovo vodilo je do pojave velike raznolikosti u gradi mozga koje pak omogucavaju prilagodbe
ponasanja Zivotinja razli¢itim ekoloSkim niSama. PonaSanje Zivotinja povezano je s razli¢itim
vrstama osjeta na koje se ribe oslanjaju tijekom brojnih Zivotnih aktivnosti kao $to je traZzenje
hrane, izbjegavanje predatora, komunikacija ili mrijest. Da bi se Zivotinja uspjesno prilagodila
ekoloSkoj niSi, mora razviti ponaSanje prikladno osjetilnim informacijama iz vanjskog
okoliSa, tj. mora razviti Sto bolje adaptacijske mehanizme. Sve mutacije u genu koje daju

bolje adaptacijske mehanizme, brzo se Sire unutar cijele populacije. Tako si vrste osiguravaju
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prednosti u prezivljavanju i postaju dominantne u zauzimanju odredene ekoloSke nise (Ito i
sur, 2007).

Primjer uspjeSne prilagodbe ekoloskoj nis$i pokazuju odabrane vrste riba za koje su
ovim istrazivanjem utvrdene specifi¢nosti i1 razlike u vanjskoj morfologiji mozga.

Prednji mozak (telencephalon) imaju bolje razvijene ribe koje zive u skupinama. Za
razliku od sisavaca, prednji mozak pravih koStunjaca i StitonoSa je evertiran, odnosno
ventrikuli se ne nalaze unutar hemisfera mozga, ve¢ iznad njih. Primjerice grge¢ ima bolje
razvijen prednji mozak od Stuke jer on, za razliku od nje, lovi u grupama. Primjer dobro
razvijenog prednjeg mozga ima i keciga, koja se u vrijeme mrijesta i tijekom zimskog
razdoblja skuplja u veéa jata (Bogut et al., 2006), te Saran koji ima razvijenu taktiku lova.
Takoder je i1 vaznost njusne lukovice drugacija kod grgeca nego kod Stuke u smislu
komunikacije putem feromona. Od njusne lukovice prema prednjem mozgu informacije o
feromonima 1 spolno relevantnim mirisima prenose se medijalnim olfaktornim putem
(Sorensen et al., 1991). Vaznost feromona osim §to je izrazena tijekom mrijesta, vazna je i
kod prepoznavanja bliskih srodnika kod riba koje love u skupini (grgec).

Za interpretaciju okusa postoji cijeli sustav smjesten na straznjem mozgu. Cine ga
facijalni, glosofaringealni 1 vagalni rezanj. Ovi reznjevi od svih promatranih vrsta postoje
samo kod soma, Sarana i kecige tj. riba koje se u pronalaZenju hrane oslanjaju na okus. Svi
okusni pupoljci bez obzira na smjestaj inervirani su facijalnim, glosofaringealnim i vagalnim
ziveima (Ito et al, 2007). Ribe s brkovima imaju dobro razvijen facijalni rezanj jer je na njima
smjeSten veliki broj okusnih pupoljka (Sato, 1936a,b, 1937). Informacije iz pojedinog reda
brkova n. facialis dolaze u facijalni rezanj koji je homologan rostralnom dijelu jezgre n.
tractus solitarii visih kraljeznjaka (Finger, 1983). Kako Saran ima samo dva para brkova na
uglovima usana njegov facijalni rezanj, koji omogucava razlikovanje osjeta koji dolaze iz
okusnih pupoljaka smjesStenih izvan usne Supljine, nije razdijeljen na dodatne reZnjeve kao
kod soma koji ima Sest pari brkova. Kod soma facijalni rezanj moZze biti podijeljen i na Sest
reznjica - Cetiri prednja interpretiraju okus koji dolazi s brkova, a dva straznja one koji dolaze
od okusnih pupoljaka razmjestenih po cijelom tijelu (Hayama i1 Caprio, 1989). Kod obje vrste
navedeni moZzdani putovi vrSe funkciju probira hrane, a kako je reZanj dobro povezan s
jezgrama hipotalamusa, ovo utjece 1 na sezonske promjene u reZzimu hranjenja.
Glosofaringealni rezanj, koji prima informacije iz osjetnih pupoljaka usne Supljine, utvrden je
samo kod Sarana. Ovaj rezanj omogucava selekciju hrane u usnoj Supljini, gutanje hrane 1
izbacivanje svega nejestivog uz pomoc¢ palatalnog organa (Finger 1 Morita, 1985). Vagalni

rezanj, koji je homologan kaudalnom dijelu n. tractus solitarii, kontrolira gutanje i Zvakanje
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(Atema, 1971). Utvrden je samo kod Sarana i kecige (slika 34). Som, kao pasivno
elektrosenzitivna vrsta, umjesto vagalnog i glosofaringealnog reznja ima lateralni rezanj (11)
koji svojim medijalnim dijelom interpretira somatosenzoriku (mll), a lateralnim dijelom
elektri¢ne signale iz okoline (ell) (slika 34). Som ne posjeduje specijalizirane elektri¢ne
organe kojima bi generirao struju u svrhu aktivne elektrorecepcije, ve¢ samo detektira male
struje 1 razlike potencijala koji se pojavljuju u okolisu (Nieuwenhuys i sur., 1998).
Elektrosenzoricki impulsi stizu u mozak putem osjetnih vlakana lateralnog zivca i zavrSavaju
u elektricnom reznju, posebno razvijenoj strukturi koja se izbocuje na povrSini mozga.
Praktiéno su sve ribe izvan reda pravih koStunjaca elektrosenzitivne, ali su njihovi
elektrosenzitivni organi i pripadajuce projekcijske regije u mozgu nastale neovisnom
evolucijom 1 ne smatraju se homolognima s istima u koStunjaca (Bullock 1 sur., 1982).

Kod kalifornijske pastrve, Stuke i grgea navedene strukture nisu utvrdene jer se one
prilikom pronalaska hrane navode vidom i od velikog im je znacaja dobro razvijen vidni
tektum. Primjerice Stuka, zbog taktike lova smatra se tipi¢nim grabezljivcem 1 vizualnim
predatorom. Za njen nacin zivota vidni tektum, odnosno cijeli srednji mozak je od velikog
znacenja. Jedna od glavnih funkcija srednjeg mozga primanje je vidnih informacija i njihova
integracija sa svim ostalim vrstama osjeta (Meek, 1990). To je srediSte gdje se koordiniraju
osjeti i motorika pri usmjerenim pokretima tijela (Viljeti¢ et.al., 2009). Opticki tektum
prisutan je kod svih promatranih vrsta ¢ak i kod soma koji ima rudimentarni vid. Vidni
korteks riba je slojevite grade, a broj slojeva varira medu razlicitim skupinama. Gornji slojevi
su aferentni 1 integriraju razne modalitete osjeta, prvenstveno vida (Wallace i sur., 1998) dok
su donji slojevi eferentni i1 integriraju motoriku, prije svega pokrete ociju. Kod pravih
kostunjaca opticki tektum se sastoji od sedam slojeva i stvara obilne veze s retinom oka
organiziranom poput mape (Springer 1 Gaffney, 1981) dok je kod StitonoSa izgraden od Sest
slojeva te takoder stvara obilne veze s retinom oka (Nieuwenhuys i sur., 1998). Kod slijepih
riba 1 onih s rudimentarnim vidom opticki tektum se isto kao i kod ostalih riba sastoji od
sedam slojeva, ali nedostaju ili su jako reducirani oni koji stvaraju veze s mreznicom
(Voneida 1 Fish, 1984).

Sli¢no tektumu, kalifornijska pastrva, Stuka i grge¢ imaju 1 bolje razvijenu strukturu
srednjeg mozga tzv. forus longitudinalis ili uzduzni nabor koji je dio vidnog sustava (slika
26). Inace je ova struktura posebno dobro razvijena kod riba koje Zive u nemirnim vodama i
kod onih koje se aktivno krecu izmedu dubokih 1 plitkih slojeva vode (Kishida, 1979). Smatra

se da je zadatak ove strukture uskladivanje pokreta oCiju s pokretima tijela. Izgradena je od
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granularnih neurona koji Salju paralelna nemijelinizirana vlakna u marginalni sloj optickog
tektuma (Ito 1 Kishida, 1978) te upravo po njima sli¢i malom mozgu sisavaca.

Jo§ jedna struktura srednjeg mozga kojeg imaju sve odabrane vrste riba je torus
semicircularis. U navedenoj strukturi zavrSavaju mehanosenzori¢ki osjeti koje prenosi
lateralni Zivac, a potjecu od mehanoreceptora koze lateralne linije, koji omogucavaju
interpretaciju pomicanja vode (McCormick, 1982). Ovaj osjet je dobro povezan s auditivnim i
vestibularnim organima ¢ije projekcije takoder zavrSavaju u ovoj strukturi (Finger 1 Tong,
1984). Torus semicircularis se dijeli na dvije regije, leteralnu 1 medijalnu. Lateralna regija je
prvenstveno ukljucena u procesiranje signala lateralne linije i laminarne je grade. Medijalna
regija je ukljuCena u procesiranje akusti¢nih signala (Fay i sur., 1982; Echteler, 1984;
Cuadrado, 1987, 1989). Prvi sloj lateralne regije je subependimalni sloj, u drugom sloju se
nalaze male gusto pakirane stanice ¢iji su dendriti smjeSteni u treCem sloju, a u ¢etvrtom sloju
su rasprSene srednje i velike stanice (Cuadrado, 1987, 1989). Ve¢i forus semicircularis,
sloZenije grade, imaju pasivno elektrosenzorne ribe tako da najbolje razvijenu ovu strukturu
od svih odabranih vrsta riba ima som (slika 27). Inace, struktura forus semicircularis je
najveca 1 najsloZenije je grade kod aktivno elektrosenzornih riba.

Mali mozak je kompleksne grade i1 kod svih promatranih vrsta posjeduje tri
funkcionalne cjeline: kaudalno smjeStena vestibulolateralna regija, neparno tijelo malog
mozga, te valvula malog mozga. Mali mozak kecige, osim navedenih struktura, posjeduje jos
jednu koja se naziva auricula cerebelli. Uz prednji i srednji mozak, mali mozak se smatra
tre¢im integracijskim srediStem razliCitih osjeta. Tijelo cerebeluma povezano je s prednjim
mozgom, jezgrama koje su vezane uz retinu, jezgrama srednjeg mozga i retikularnim
jezgrama straznjeg mozga (Wullimann i Northcutt, 1988). Zbog navedenih veza, mali mozak
integrira pokrete ociju i1 glave s pokretima tijela. Ovakva integracija osobito je vazna za ribe
koje se hrane danju i u traZzenju hrane navode se vidom (kalifornijska pastrva, Stuka i grgec).
Kod soma je tijelo cerebeluma, zavaljeno prema naprijed za razliku od kalifornijske pastrve,
grgeca, Stuke, Sarana i kecige kod kojih je zavaljeno prema natrag (slika 13).

Statoakusti¢ni organ sluzi za prijam osjeta sluha te za odrzavanje ravnoteze 1 polozaja
tijela. Unutarnje uho riba sastoji se od parnog labirinta u kojem nema puZnice, ali ima dijelova
za interpretaciju ravnoteze (vestibulatorni sustav). Sacculus i lagena su slusni organi i imaju
dvostruku ulogu — akusti¢nu i gravitacijsku (Popper i Fay, 1993), dok utriculus i polukruzni
(semicirkularni) kanali imaju ulogu u odrZzavanju ravnoteze (Nieuwenhuys et al., 1998).
Polukruzni kanali¢i detektiraju kutnu akceleraciju, a utrikulus je gravitacijski organ. S ovim

sustavom vezana je jedna od cjelina maloga mozga tzv. vestibulolateralna regija koja
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sudjeluje u procesiranju osjeta iz unutarnjeg uha i mehanosenzorickih receptora cijeloga tijela
(Bass, 1982). Ova regija je aferentnim i eferentnim vezana povezana s oktavolateralnom
regijom straznjeg mozga (Pouwels, 1978; Bass, 1982; Murakami 1 Morita, 1987). Kaudalna
vestibulolateralna regija riba moze se podijeliti na dva dijela, kaudalni rezanj i granularna
eminencija (Nieuwenhuys i sur., 1998). Granularnu eminenciju ¢ini masa granularnih neurona
Ciji nastavci Cine greben malog mozga (crista cerebelli) (Meek, 1992a). Crista cerebelli
prima projekcije iz vestibularnog aparata te se smatra najprimitivnijim dijelom malog mozga
(Finger, 1983). Vestibulolateralna regija od velikog je znacaja za ribe koje love u skupini i
pokazuju sposobnost koordiniranih promjena smjera svih ¢lanova skupine.

Valvula cerebelli cijeli je jedan dio malog mozga koji je tipi¢an samo za zrakoperke
(Nieuwenhuys, 1967). Povezana je s auditivnim, vestibularnim, optickim 1
mehanosenzori¢kim jezgrama 1 sluzi za koordinaciju pokreta tijela (Ito i Yoshimoto, 1990).
Odabrane vrste razlikuju se po obliku i veli¢ini valvule. Grgec, kalifornijska pastrva i Stuka
(slika 28) imaju otprilike valvulu iste veli€ine i sli€énog, naboranog oblika. Valvula kod soma
je nesto manja, pogotovo u odnosu na Sarana ¢ija je valvula najveéa od svih odabranih vrsta.
Keciga veli¢inom valvule sli¢i Saranu dok se po obliku valvule razlikuje od svih predstavnika
pravih koStunjaca (slika 29).

Kao i kod ostalih kraljeznjaka, mali mozak riba je slojevite grade te se sastoji od tri
sloja. Granularni neuroni Salju paralelna vlakna u molekularni sloj, a zavrSavaju na trnovitim
lateralno orijentiranim dendritima Purkinjeovih stanica. Ovakav raspored slojeva je isti za
valvulu 1 corpus, medutim zanimljivo je da u veéem dijelu valvule dolazi do neobicne
organizacije Purkinjeovih i granularnih neurona. Granularni neuroni nisu smjeSteni ispod sloja
Purkinjeovih neurona nego se nalaze lateralno u odnosu na molekularni sloj te $alju paralelna
vlakna koja onda nemaju tzv. T-grananje (Meek, 1992).

Opisane specifi¢nosti 1 razlike u morfologiji mozga povezane su sa ¢injenicom da kod
pravih koStunja¢a mozak tijekom zivota ne dostiZze konacnu veli¢inu. Ova pojava povezana je
s neurogenezom odraslog mozga koja je kod ove skupine posebno izrazena. Neurogenezom
nastaju novi nouroni koji se nakon proliferacije, migracije 1 diferencijacije ugraduju u vec
postoje¢u mrezu neurona. Tako se broj neurona povecava sa staroS¢u ribe u vecini regija
mozga (Kaslin, 2008), $to vodi do neprekidnog rasta mozga koji se usporava tek kad jedinka
dosegne poodmaklu dob (Zupanc i Horschke, 1995). Brojna istrazivanja pokazuju da se broj
stanica u mozgu pravih kostunjaca povecava ne samo sa godinama, nego i tjelesnom tezinom i
duzinom (Leonard 1 sur., 1978; Birse i sur., 1980; Leyhausen i sur., 1987; Brandstitter i

Kotrschal 1989, 1990; Zupanc i Horschke 1995). Poznato je da kod pravih koStunjaca opticki
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sustav 1 retina rastu neprekidno tijekom Zivota (Straznicky 1 Gaze 1971, 1972; Johns i Easter
1977; Beach i Jacobson 1979; Raymond i Easter 1983; Marcus i sur., 1999). Koje regije
mozga ¢e se viSe povecavati ovisi o nacinu Zivota, odnosno o primarnim osjetilnim
podrazajima. Ribama kojima je vid presudan u trazenju hrane bolje ¢e se povecati vidni
tektum, i u skladu s tim retina oka. Ribama koje se tijekom trazenja hrane navode
kemoreceptorima vise ¢e se povecati vagalni rezanj (Evans 1952; Brandstatter i Kotrschal,
1990; Marcus et al. 1999), specifi¢ni rezanj na straznjem mozgu koji omogucava funkciju
palatalnog organa.

Da razlike u morfologiji mozga postoje i medu vrstama koje pripadaju istoj porodici,
pokazuju istrazivanja radena na ribama iz porodice Cyprinidae. 1 kod ovih vrsta dokazano je
da je povecavanje odredenih regija mozga, odnosno njegova morfologija, povezana sa
na¢inom zivota odrasle jedinke. Naime, istrazivanja pokazuju da jedinke koje se hrane
bentonski pokazuju proSirene kemosenzorne regije mozga, dok jedinke koje se hrane na
povrSini vode ne pokazuju proSirenje u ovim regijama (Brandst[ltter i Kotrschal 1989;
Kortschal i Palzenberger 1992). Nadalje, kod ovih vrsta dokazano je da specifi¢ne strukture
mozga postaju vidljive tek tijekom kasnijeg juvenilnog perioda, u razdoblju kada su razlike u

rastu mozga posebno izrazene.

5.2. Migracijske zone u mozgu odabranih vrsta riba

Osim po gradi mozga, opisane vrste razlikuju se 1 po ekspresiji PSA-NCAM molekule.
Ekspresija navedene molekule izraZena je u regijama mozga u kojima se odvija migracija
prekursora neurona. Kod svih Sest odabranih vrsta riba ekspresija PSA-NCAM molekule
pracena je imunoreaktivnoS¢u protutijelima anti-PSA-NCAM 1 735. Navedena protutijela
prepoznaju isti epitop proteina odnosno prepoznaju polisijalinsku kiselinu koja je vezana za
proteinski dio molekule PSA-NCAM. Razlikuju se po klasi u smislu da je anti-PSA-NCAM
protutijelo IgM klase, a 735 IgG klase. Radi lakSeg orijentiranja u utvrdivanju migracijskih
zona u pojedinoj strukturi mozga za svih Sest odabranih vrsta riba izraden je 1 atlas uz pomo¢
protutijela NeuN i SMI312 te histoloskim bojanjem po Nisslu i Gallyas-u. Atlas daje jasan
prikaz tijela neurona (NeuN) i vlakana (SMI312), odnosno raspored jezgara (Nissl) i
mijeliniziranih vlakana (Gallyas).

Imunohistokemijom s protutijelima anti-PSA-NCAM 1 735 pokazane su Siroke
migracijske zone u odraslom mozgu svih odabranih vrsta pravih koStunjaca te jedne vrste

StitonoS$a.
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Idu¢i redom od rostralnog prema kaudalnom dijelu mozga migracijske zone se
pojavljuju u prednjem mozgu (telencephalon), medumozgu (diencephalon), srednjem mozgu
(mesencpehalon), te u malom mozgu (cerebellum) 1 straznjem mozgu (rhombencephalon)
odnosno njegovom bazalnom dijelu (tegmentum rhombencephalon).

Imunohistokemijska studija napravljena u ovom radu pokazala je da prednji mozak
svih Sest odabranih vrsta riba pokazuje imunoreaktivnost na protutijela anti-PSA-NCAM i
735. Najslabiju pozitivnost na PSA-NCAM protutijelo pokazuje grge¢. Kalifornijska pastrva
pokazuje izostanak bojenja strukture tractus olfactorius medialis, a reakcija na 735 jaca je u
predjelu area ventralis telencephali. Kod Stuke je takoder pozitivha area ventralis
telencephali na protutijelo 735 (slika 16, oznaka V), dok se u PSA-NCAM pozitivnoj zoni
prednjeg mozga razlikuje od kalifornijske pastrve po jednolikom obojenju duz cijele navedene
strukture (slika 16). Migracijski neuroni soma i kecige jednoliko su rasporedeni duz cijelog
prednjeg mozga, a intenzitet obojenja PSA-NCAM i 735 zone je jednak. Saran pokazuje
slabiju imunireaktivnost na 735 protutijelo u odnosu na anti-PSA-NCAM protutijelo, Sto se
posebno ocituje u predjelu area dorsalis telencephali (Slika 17).

Odabrane vrste riba razlikuju se 1 po ekspresiji markera neurona koji je protein
neuronskih jezgara. Marker neurona u prednjem mozgu najizrazeniji je kod kalifornijske
pastrve 1 Stuke. Kod kalifornijske pastrve je veliki broj NeuN pozitivnih neurona pronaden u
svim dijelovima prednjeg mozga osim u centralnoj regiji zaduzenoj za integraciju svih osjeta
koji dolaze u prednji mozak. Kod Stuke je uoceno difuzno bojanje neuropila s protutijelom
NeuN i to u cijelom prednjem mozgu (slika 16).

U podru¢ju medumozga imunohistokemijska studija radena je na strukturi lobus
inferior hypothalami. Ovi donji reznjevi dio su najveée i1 lateralno smjeStene regije
hipotalamusa koji se joS sastoji 1 od periventrikularne zone te medijalno smjeStene tuberalne
regije (Braford i Northcutt, 1983). Lobus inferior hypothalami sluZi za integraciju vida i okusa
koja im pomaze u traganju za hranom. Ova regija hipotalamusa, dakle prima projekcije iz
vizualnih centara srednjeg mozga (Demski i sur., 1975) te iz sekundarnih gustatornih centara
(Sakamoto i Ito, 1982; Wullimann 1 Meyer, 1990).

Cijela struktura lobus inferior hypothalami ima reaktivnost, odnosno pozitivna je na
PSA-NCAM epitop kod svih Sest vrsta riba. Pozitivnost ove strukture jaca je na protutijelo
anti-PSA-NCAM nego na 735, kod svih riba, osim kod kecige. Po ekspresiji PSA-NCAM
epitopa sve navedene vrste riba vrlo su sli¢ne. Opisane vrste razlikuju se po jacini ekspresije
markera neurona. Naime, kod grgeca je ekspresija markera neurona najslabija dok je kod

kalifornijske pastrve najjaca (slika 18, tablica 1).
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U podru¢ju kaudalnog medumozga utvrdene su odredene strukture i jezgre koje su
PSA-NCAM negativne. Central pretectal nucleus, jezgra je negativna na navedeno protutijelo
kod grgeca 1 Stuke (oznaka III, slike 20 1 22). Nadalje, tectum opticum ventralis (oznaka 1V,
slika 20 1 21 i oznaka II, slika 23) sljedeca je negativna struktura nadena kod grgeca,
kalifornijske pastrve i Sarana. Kod soma je PSA-NCAM negativna jezgra nucleus anteriror
tuberis (oznaka I, slika 24). Medumozak kecige je, za razliku od ostalih vrsta, u potpunosti
pozitivan na protutijelo anti-PSA-NCAM (slika 25). U navedenim strukturama medumozga
izostanak reaktivnosti objaSnjava se ¢injenicom $to se u njima neuroni ne obnavljaju u smislu
da se zamjenjuju novim,ve¢ ti neuroni imaju veliku sposobnost samoodrZavanja.

Imunohistokemijska analiza migracijskih zona srednjeg mozga pokazuje razlike
izmedu vrsta u vidnom tektumu koje se oc€ituju kao kvantitativne i1 kvalitativne razlike u
reakciji na PSA-NCAM 1 735 izmedu slojeva. Po izostanku reaktivnosti na navedena
protutijela u Sestom, optickom sloju, grgec¢, kalifornijska pastrva i Stuka pokazuju veliku
sli¢nost. To su vrste veé opisane kao one koje se prilikom hranjenja navode vidom. Sesti ili
opticki sloj (stratum opticum) sadrzi retinalna vlakna koja zavrSavaju u petom sloju
(Nieuwenhuys 1 sur., 1998). Ta vlakna stalno se premjestaju i neprekidno rastu. Takoder je
kod ovih vrsta sedmi, rubni sloj optickog tektuma najizrazeniji. Radi se o sloju koji je
izgraden od nemijeliniziranih paralelnih vlakana koja stizu iz torus longitudinalisa
(Nieuwenhuys i sur., 1998). Dominantnost rubnog sloja optickog tektuma dovodi se u vezu sa
strukturom torus longitudinalis koja je kod ovih riba posebno dobro razvijena opet zbog
nacina lova odnosno zivota opcenito.

Za razliku od njih, kod soma i Sarana, mada je rubni marginalni sloj obojen, on nije
dominantan zato $to su opticki slojevi vidnog tektuma takoder pozitivni. Imunoreaktivnost
svih slojeva soma i Sarana jaca je na epitop protutijela PSA-NCAM u odnosu 735 (slike 23 i
24, tablica 1). Keciga, kao predstavnik StitonoSa, ima Sest slojeva optickog tektuma, jer se
unutra$nji sloj ne dijeli na dublji i vanjski sloj nego predstavlja jednu cjelinu. Keciga pokazuje
sli¢nosti sa pravim kostunjacama, pogotovo sa Saranom i somom, jer su i kod nje svi slojevi
pozitivni na oba PSA-NCAM epitopa. Od pravih koStunjaca razlikuje se jedino po intenzitetu
ekspresije 735 epitopa (slika 25, tablica 1).

Grgec, kalifornijska pastrva i Stuka sli¢ne su i po rasporedu pozitivnih NeuN neurona.
Kod grgeca i Stuke tih neurona ima samo u prvom, najdubljem sloju optickog tektuma
zaduzenom za motoriku, odnosno za pokrete o¢iju. Kod kalifornijske pastrve, ima ih u svim
slojevima izuzev sedmog marginalnog sloja, ali je i dalje najveci broj tih neurona u prvom

sloju. Upravo se u najdubljem, prvom sloju tektuma nalaze gusto smjesteni periventrikularni
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monopolarni neuroni koji $alju dendrite i njihovo Siroko razgranjenje u gornje slojeve. Trnovi
dendrita ovih neurona reagiraju promjenom oblika i veli¢ine na promjene u socijalnom
okolisu ribe (Coss 1 Globus, 1978, 1979; Burgess 1 Coss, 1980). Znatno manji broj NeuN
neurona detektiran je 1 u svim ostalim slojevima osim u zadnjem marginalnom sloju
izgradenom od nemijeliniziranih paralelnih vlakana koja stizu iz torus longitudinalisa.
Ovakav raspored pozitivnih NeuN neurona suprotan je od rasporeda PSA-NCAM pozitivne
zone. Kod Sarana je po ekspresiji markera neurona najdominantniji drugi sloj a kod soma prvi,
dok je PSA-NCAM pozitivna zona u slojevima iznad prva dva. Zaklju€ujemo kako je NeuN
marker za diferencirane neurone tektuma koji viSe ne migriraju (tablica 1).

U srednjem mozgu kao migracijske zone oznacene su i strukture torus longitudinalis i
torus semicircularis. Navedene strukture pozitivne su na protutijela anti-PSA-NCAM, 735 i
NeuN kod svih riba na kojima je radena imunohistokemijska analiza. NajizraZeniji intenzitet
PSA-NCAM u strukturi torus longitudinalis je kod grgeca, dok je reakcija na 735 protutijelo
jednaka kao 1 na kontroli IgG-vezanja (slika 6) pa pretpostavljamo da je u ovoj strukturi
izostala reakcija s 735 protutijelom. Marker neurona najizrazeniji je kod kalifornijske pastrve
dok se kod Stuke u ovoj strukturi radi o nespecificnom vezanju markera neurona (slika 26).
Ova struktura neprekidno reorganizira paralelna vlakna, ali su njeni neuroni dobro
diferencirani i viSe ne migriraju pa zaklju¢ujemo kako se PSA-NCAM epitop zadrzava i na
diferenciranim neuronima ako su skloni Cestoj reorganizaciji neurita. U strukturi forus
semicircularis Saran 1 som pokazuju veliku slicnost po intenzitetu obojenja u PSA-NCAm
regiji kao 1 u 735 regiji (slika 27).

Na malom mozgu radi utvrdivanja migracijskih zona radena je imunohistokemija
PSA-NCAM epitopa u corpusu, valvuli i cristi cerebelli. Valvula 1 crista pravih kostinjaca
sastoji se od tri sloja. To su molekularni sloj koji se kod valvule nalazi sa unutrasnje strane a
kod corpusa sa vanjske, granularni sloj koji je smjeSten nasuprot molekularnom sloju 1 sloj
ganglijskih stanica koji se nalazi ispod molekularnog odnosno izmedu ova dva sloja.

Imunohistokemijska analiza pokazala je kod svih Sest vrsta riba pozitivnost navedenih
struktura u svim njihovom slojevima sa dominantnim granularnim slojem §to se posebno
dobro ocituje kod kalifornijske pastrve, Sarana i kecige kada govorimo o corpusu, odnosno
kod Sarana i Stuke kada govorimo o valvuli. Sloj ganglionskih stanica jedino kod grgeca ima
slabiju ekspresiju PSA-NCAM epitopa i to u corpusu. Ovaj sloj razlikuje se kod pravih
koStunjaca 1 StitonoSa. Prave koStunjace uz Purkinjeove stanice imaju zastupljene i velike
euridendroidne stanice, a zajedno Cine sloj ganglijskih stanica smjesten izmedu molekularnog

1 granularnog sloja (Pouwels, 1978; Meek 1 Nieuwenhuys, 1991). Euridendroidne stanice su
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eferentne, a Purkinjeove stvaraju sinapse sa slojem ganglijskih stanica, odnosno s
dendroidnim i1 Purkinjeovim neuronima (Pouwels, 1978; Meek i Nieuwenhuys, 1991) te sa
stelarnim neuronima (Meek i1 Nieuwenhuys, 1991). Za razliku od pravih koStunjaca, Stitonose
nemaju euridendroidne stanice. Njihove Purkinjeove stanice u valvuli i corpusu smjeStene su
medijalno u molekularnom sloju, a samo se u prijelaznom podruc¢ju izmedu corpusa i auricule
mogu pronaci Purkinjeove stanice koje formiraju sloj (Nieuwenhuys i sur., 1998). Prema
ovome keciga pokazuje znatne razlike sa srodnicima - pravim kostunja¢ama.

Po markeru neurona u corpusu i valvuli odabrane vrste riba razlikuju se u odredenoj
mjeri. Marker neurona i ekspresija PSA-NCAM epitopa u slucaju ove strukture se preklapaju
Sto znaci da je najveci broj NeuN pozitivnih neurona u granularnom sloju kod svih vrsta. U
valvuli grge¢ ima NeuN pozitivnih neurona samo u granularnom sloju dok su kalifornijska
pastrva 1 Stuka po ovome sli¢ne i imaju NeuN neurona najviSe u granularnom, ali postoji i
mali broj pojedinaénih neurona u molekularnom sloju. Kalifornijskoj pastrvi i Stuki po
rasporedu NeuN pozitivnih neurona li¢i Saran, som i keciga. U corpusu, NeuN pozitivnih
neurona kod grgeca i Stuke ima najviSe u granularnom sloju dok su u molekularnom sloju
utvrdeni nespecifi¢ni neuroni.

Crista cerebelli, takoder tvorevina malog mozga, je takoder pozitivna na epitope anti-
PSA-NCAM 1 735 kod svih vrsta riba. Kod grgeca i Sarana intenzitet PSA-NCAM zone je
najvec¢i. Kod njih je ujedno i najizraZzenija razlika imunoreaktivnosti na 735 i PSA-NCAM.
Ekspresija markera nerona zastupljena je kod kalifornijske pastrve na specificnim neuronima.
Kod grgec¢a u ovoj strukturi nema epitopa ekspresije markera neurona dok je kod Stuke
bojanje intenzivno, ali ne i specificno (slika 32). Som ima najjacu ekspresiju i kod ove vrste
su na NeuN pozitivne ne samo tijela granularnih neurona ve¢ i paralelna vlakna koje ovi
neuroni Salju u strukturu crista cerebelli. To nije slucaj kod Sarana kod kojeg su pozitivna
samo tijela neurona (slika 33). Kako se uvijek radi o visoko diferenciranim neuronima,
zakljucujemo kako su zadrzali PSA-NCAM radi vlastite sposobnosti reorganizacije, ali i zato
Sto je cerebelum mjesto intenzivne proliferacije neurona koji odavde putuju na svoja krajnja
odredista.

Straznji mozak, odnosno njegov bazalni dio tzv. tegmentum rhombencephali kod
grgeCa 1 kalifornijske pastrve nije pozitivan na PSA-NCAM 1 735 epitope. Iz ovoga se
zakljuCuje da kod ovih vrsta proliferacija novih neurona i njihova sposobnost migracije opada
iduéi prema kraljeZzni¢noj mozdini (slika 35). U njthovom tegmentumu kao 1 u tegmentumu
Stuke raspoznaje se nekoliko NeuN pozitivnih skupina neurona. To su visoko diferencirani

neuroni, vjerojatno male plasti¢nosti. Kod Sarana, soma i kecige cijeli bazalni tegmentum
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pozitivan je na oba PSA-NCAM epitopa. Saran u ovoj strukturi nema NeuN pozitivnih
neurona dok ih keciga i som imaju. Pozitivnost straznjeg mozga na PSA-NCAM epitope kod
Sarana soma 1 kecige u vezi je sa odrzavanjem posebnih reznjeva zaduzenih za interpretaciju
okusa (lobus VII, IX i X, slika 34). Svi navedeni reZnjevi kod ovih riba pozitivni su na
epitope protutijela 735 i1 anti-PSA-NCAM. Obnavljanje ovih struktura vazno je za Zivot riba
jer se one prilikom pronalaska hrane oslanjaju na okus.

U svim strukturama mozga svih riba uglavnom je uocen jaci intenzitet ekspresije PSA-
NCAM epitopa u odnosu na 735 epitop. Kod grgeca je najuocljivija razlika u intenzitetu
PSA-NCAM 1 735 epitopa. Naime, kod ove vrste jedino struktura crista cerebelli pokazuje
znaCajniju ekspresiju PSA-NCAM molekule utvrdenu protutijelom 735. NeSto slabija
ekspresija utvrdena je u dijelu medumozga, vidnog tektuma te corpusa (slike 6.1 7).

Razlog slabije ekspresije 735 epitopa moze se potraziti u njegovoj dostupnosti kojeg
prepoznaju oba protutijela. 735 protutijelo kao visoko specifiéno protutijelo IgG klase
prepoznaje jedan specifian epitop. Anti-PSA-NCAM, stvara komplekse i zbog toga ima
moguénost prepoznavanja vrlo sli¢nih epitopa pa je imunohistokemija radena tim protutijelom
jaceg intenziteta.

Do sada za odabrane vrste riba nije radeno utvrdivanje migracijskih zona ekpresijom
PSA-NCAM molekule. Nasa istrazivanja nadovezuju se na istrazivanja proliferacije stanica u
odraslom mozgu pravih koStunjaca. Proliferacija stanica detaljno je istrazena na samo tri vrste
pravih koStunjaca: kod koljuSke (Gasterosteus aculeatus), vrste Apteronotus leptorhynchus i
zebrice (Danio rerio) (Zupanc 1 Horschke, 1995; Zupanc i sur., 2005; Ekstr[Im i sur, 2001;
Grandel i1 sur, 2006). Kod ovih vrsta riba duz cijelog mozga detektirano je preko deset
proliferacijskih zona. Tako su zone detektirane u njusnoj lukovici, prednjem mozgu,
strukturama medumozga (talamus, epitalamus, preopticka regija i hipotalamus), u vidnom
tektumu srednjeg mozga, malom mozgu te u straznjem mozgu i lednoj mozdini (Kaslin i sur.,
2007). Raspored navedenih proliferacijskih zona odgovara rasporedu PSA-NCAM pozitivnih
migracijskih zona utvrdenih naSim istrazivanjem (izuzev ledne mozdine koja istrazivanjem
nije obuhvacena). Proliferacija prekursora neurona i migracija neurona procesi su usko
povezani jer u neurogenezi idu jedan za drugim.

Moguca je detaljnija usporedba proliferacijskih stanica i migracijskih zona nasih
istrazivanja s istrazivanjem koje su proveli Zupanc i Horschke (1995). Oni su istrazili
mitotiCku aktivnosti stanica u mozgu odrasle jedinke Apteronotus leptorhynchus.
Inkorporacijom spoja  analognog timidinu, 5-bromo-2'-deoksiuridin  (BrdU), u

novosintetiziranu DNA tijekom S faze mitoze, detektirali su oznacene stanice (BrdU stanice)
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te na taj naCin prikazali distribuciju proliferacijskih stanica pojedine strukture mozga
navedene vrste. U prednjem mozgu vrste Apteronotus leptorhynchus mitoticka aktivnost
izrazena brojem BrdU oznacenih stanica je mala i one su rasprSene po cijelom prednjem
mozgu.

Proliferacija i migracija neurona prac¢ena je i u prednjem mozgu zebrice (Danino
rerio). Kod ove vrste utvrdena je proliferacija stanica u ventralnom dijelu prednjeg mozga
nakon Cega dio stanica migrira prema njusnim lukovicama (Byrd i1 Brunjes, 2001; Adolf i
sur., 2006; Grandel 1 sur., 2006), a dio se rasprSuje unutar jezgara prednjeg mozga (Kaslin i
sur., 2007). U njusnim lukovicama takoder postoji svojstvena populacija proliferacijskih
stanica (Grandel i sur., 2006) i migriraju¢ih neurona (Kaslin i sur., 2007). Mala mitoticka
aktivnost utvrdena je 1 u medumozgu, srednjem mozgu odnosno vidnom tektumu i torus
longitudinalisu te torus semicircularisu, te u malom mozgu koji ima najveéu koli¢inu
proliferacijskih stanica od svih ostalih struktura. BrdU stanice u ovoj strukturi utvrdene su u
tri njegove podstrukture. To su corpus cerebelli, valvula cerebelli 1 eminentia granularis. U
corpusu BrdU stanice su najbrojnije u molekularnom sloju dok je samo nekoliko stanica
detektirano u granularnom sloju. Slicno corpusu, valvula takoder ima najve¢i broj BrdU
obiljezenih stanica u molekularnom sloju (Zupanc i Horschke, 1995). Upravo suprotno
mitotickoj aktivnosti koja se u corpusu 1 valvuli odvija u molekularnom sloju, PSA-NCAM
pozitivne zone su u granularnom sloju to¢no tamo gdje ovi novonastali neuroni trebaju stiéi.
Zupanc 1 sur. (2005) dokazali su to kod A. leptorhynchus 1 zebrice kod kojih postmitoticki
neuroni migriraju iz svojih proliferacijskih zona unutar molekularnog sloja corpusa i valvule
u granularni sloj istih podjedinica.

Prema brojnim istrazivanjima, mali mozak je izvor vecine novih neurona u odraslom
mozgu kostunjaca (Zupanc, 2008). Naprotiv, utvrdene moguce migracijske zone pozitivne na
PSA-NCAM epitop kod svih odabranih vrsta riba protezu su duz cijelog mozga, u svim
njegovim strukturama a da niti jedna od njih nije dominantna. Takoder, prema ekspresiji PSA-
NCAM molekule, odabrane ribe pokazuju visok stupanj sli¢nosti,a osobito su sli¢ne ribe koje
zauzimaju sli¢ne ekoloske nise grgec i1 kalifornijska pastrva (kao ribe bistrih voda) te Saran,

som i keciga kao bentonske vrste.

Kako bi se utvrdila specifi¢nost koriStenih monoklonalnih protutijela anti-PSA-NCAM
1 735, napravljena je 1 metoda imunoblota. Razlike izmedu vrsta temelje se razlici u
molekularnoj masi proteina koji nose PSA-NCAM epitop. Epitopi protutijela PSA-NCAM

kod svih riba raspona su od 50 do vise od 250 kD. Samo kod kalifornijske pastrve i soma radi

95



5. Rasprava

se o molekulama manjih molekularnim masa od 50 kD koje prepoznaje protutijelo 735.
rezultatima imunohistokemije: protutijelo anti-PSA-NCAM 1 735 reagirali su sa proteinima
iste molekularne mase u homogenatu mozga. Imunohistokemijom su pak upravo kod ove
vrste utvrdene najintenzivnije razlike u ekspresiji PSA-NCAM molekule radene protutijelom
anti-PSA-NCAM 1 735. Navedene razlike u rezultatima imunohistokemije i Western blot-a
tumace se s ve¢ opisanom dostupnoscu epitopa. Treba imati na umu kako je prije imunoblota
mozak homogeniziran ¢ime su oslobodeni proteini iz potencijalno kriptiénog poloZaja pa je
epitop postao dostupniji i lakSe je reagirao sa protutijelom 735. Prikazani smir koji se javlja
kod odredenih vrsta vidljiv na filmu posljedica je vezanja koristenih protutijela na glikane

drugacijie od polisijalinske kiseline.

5.3. Ekolos$ki uvjeti i migracijske zone u mozgu odabranih vrsta riba

Iako je povezanost u morfologiji mozga sa ekoloskim uvjetima u kojima riba zivi
dobro istrazena, ovisnost ekoloskih uvjeta 1 proliferacije stanica, odnosno migracije neurona,
je slabo ili nikako istrazena. Tek nedavno su zapocela ovakva istrazivanja i to u mozgu
sisavaca, odnosno na odraslim miSevima (pregledni prikaz u Lemma, 2005). Dok se veéina
radova bazira na glodavce, stvaranje novih neurona u mozgu riba daleko je brojnije nego kod
svih sisavaca koji su bili istrazivani (Zupanc, 201a). Kvantitativnim analizama proliferacijskih
stanica utvrdena je znatna razlika izmedu mozga riba 1 sisavaca. Inkorporacijom BrdU u
novosintetiziranu DNA tijekom S faze mitoze, utvrdeno je da kod ribe Apteronotus
leptorhynchus u periodu od dva sata nastaje prosjecno 100 000 stanica tijekom S faze mitoze
u cijelom mozgu (Zupanc i Horschke 1995), Sto €ini oko 0, 2% stanica od ukupnog broja
neurona odraslog mozga navedene vrste (Zupanc, 2006). Za usporedbu, procjenjuje se da kod
odraslog miSa dnevno nastaje oko 30 000 stanica $to odgovara 0,03% od procijenjenih 110
milijuna stanica u cijelom odraslom mozgu misa (Zupanc, 2006; Williams 2000).

Ovako velika proliferacijska aktivnost povezana je s rastom mozga tijekom zivota ribe
(Mueller 1 Wullimann, 2002) ali i sa sposobnoS¢u oblikovanja mozga prema uvjetima
ekoloske niSe koju vrsta zauzima (Lemma 1 sur., 2005). Nedavna istraZivanja pokazuju da kod
kalifornijske pastrve koja se razmnozava u zatoceniStvu postoji utjecaj okoliSa na promjenu u
fenotipu mozga ribe (Marchetti 1 Nevitt, 2003; Kihskinger 1 sur., 2003). Sli¢na istraZivanja

kalifornijske pastrve pokazuju da su prednji mozak i ostale strukture mozga znacajno
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reducirane kod riba koje Zive u mrjestiliStima u odnosu na one koje zZive u divljini (Marchetti i
Nevitt, 2003).

Vrste koje zauzimaju razliCite ekoloSke niSe razlikuju se po ponaSanju koje je
uskladeno sa razliitim vrstama osjeta na koje se riba oslanja tijekom Zzivota. PonaSanje
prikladno ekoloskoj niSi vodi do razvoja specifi¢nog oblika i veli¢ine mozga a s tim u vezi
promjena u proliferaciji stanica. Geneticke razlike medu vrstama takoder pridonose varijaciji
u veli¢ini 1 obliku mozga (Ishikawa 1 sur., 1999). Ekoloski uvjeti sredine u kojem vrsta zivi
utjecu i na geneticku osnovu koja oblikuje mozak (Lema i sur., 2005).

Koliko ekoloski uvjeti u kojima riba Zivi utjeCu na migraciju stanica za ribe odabrane
nasim istrazivanjem, kao i za ostale ribe naseg podneblja, nije dokazano. [ako se neurogeneza
u odraslom mozgu intenzivno proucava, posebice otkako je dokazana neurogeneza u
humanom mozgu (Eriksson i sur., 1998), joS uvijek je proliferacija stanica, a s tim u vezi 1
migracija neurona, nedovoljno istrazena. Kod pravih koStunjada detaljan raspored
proliferacijskih zona u cijelom mozgu utvrden je u samo tri vrste od poznatih preko 23 000
vrsta pravih kostunjaca.

Unato¢ ovom ograni¢enju, zakljucuje se da je izraZzena proliferacija odlika svih pravih
koStunjaca i StitonoSa. One, za razliku od ostalih skupina kraljeznjaka pokazuju visoku razinu
neurogeneze 1 postojanju Sirokih migracijskih zona u odraslom mozgu Sto je povezano sa
velikom sposobnoscu regeneracije srediSnjeg zivéanog sustava. lako se razlikuju po
morfologiji mozga, prave koStunjae po distribuciji migracijskih zona pokazuju visoku
slicnost $to osobito vrijedi za ribe koje Zive u istoj ekoloskoj niSi. Unato¢ filogenetickoj
udaljenosti keciga po distribuciji migracijskih zona pokazuju visoku sli¢nost sa pravim
kostunjacama.

Proliferacija, migracija i1 uklapanje neurona u funkcionalne neuronske mrezZe preduvjet
su uspjesne regeneracije. Nije iskljuceno da bi se usprkos velikoj medusobnoj slicnosti vrsta
koje zauzimaju istu ekolosku niSu, proces regeneracije mogao znacajno razlikovati. Zato je
ovo pocetna studija za studije potencijala regeneracije koStunjada u razli¢itim uvjetima

okoliSa, ali i1 za usporedbu regeneracije u visih 1 niZih kraljeznjaka.
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6. Zakljucci

Kod svih riba nadreda Teleostei (grgec, pastrva, Stuka, Saran i som) i Chondrostei
(keciga) vidljive su prilagodbe u morfologiji mozga prema ekoloSkim nisama;

Odabrane vrste nadreda Teleostei medusobno se razlikuju po morfologiji mozga;

Odabrane vrste nadreda Teleostei po morfologiji mozga razlikuju se od nadreda
Chondrostei;

Odabrane vrste nadreda Teleostei medusobno slice po raspodjeli migracijskih zona
koje su zastupljene u svim strukturama mozga;

Odabrane vrste nadreda Teleostei sli¢e 1 keCigi kod koje su migracijske zone takoder
zastupljene u svim strukturama mozga;

Migracijske zone detektirane imunohistokemijom protutijela na PSA-NCAM epitop
kod svih vrsta jaceg su intenziteta od migracijskih zona detektiranih
imunohistokemijom protutijela na 735 epitop;

Metodom imunoblota dokazano je da se odabrane vrste razlikuju po molekularnoj
masi PSA-NCAM molekule;

Migracijske zone kod grgeca i pastrve nisu utvrdene u straznjem mozgu Sto znaci da
sposobnost migracije neurona opada iduci prema kraljezni¢noj mozdini;

Ostale odabrane vrste riba imaju migracijske zone u straznjem mozgu $to je vazno za
obnavljanje 1 odrzavanje posebnih reZznjeva (Saran, som i1 ke¢iga) odnosno jezgara
(Stuka) koji su od posebne vaznosti za nacin zivota ovih vrsta;

U straznjem mozgu kod svih odabranih vrsta riba izuzev Sarana ima visoko
diferenciranih neurona;

PSA-NCAM epitopi su eksprimirani u regijama mozga koje podlijezu cestoj
reorganizaciji vlakana (Sesti sloj tektuma), a nisu u slojevima vlakana koja
uspostavljaju stabilne veze sa svojim ciljnim regijama (drugi sloj tektuma);

Dominantnost sedmog sloja optickog tektuma u ekspresiji PSA-NCAM molekule kod
pastrve i Stuke pokazatelj je dobre prilagodbe na ekoloske nise;

One regije u kojima je najveca mitotska aktivnost imaju i oCuvanu ekspresiju PSA-
NCAM epitopa u odrasloj dobi;

Regije u kojima nema mitotske aktivnosti, ali je odrzana ekspresija PSA-NCAM
epitopa potencijalno zadrzavaju mogucénost regeneracije u odrasloj dobi nakon lezije
(Stuka, Saran, som 1 keciga);
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Prilog 1. Tablice sa sazetim prikazima imunohistokemije na protutijela anti-PSA-NCAM, 735 i NeuN
+ - slabo, ++ - umjereno, +++ - jako, ? — nespecifi¢no bojanje, * - dominantnost

Grgeé Pastrva Stuka Saran Som Keciga
735 | PSA- NeuN | 735 | PSA- NeuN | 735 | PSA- NeuN | 735 | PSA- NeuN | 735 | PSA- NeuN | 735 | PSA- NeuN
NCAM NCAM NCAM NCAM NCAM NCAM
Nema
Prednji mozak ++ | ++ ++ +++ ++ +++ + -+ | + +++ | +++ reza
Lobus inferior hypothalami +++ + ++ ++ ++ - ++ - ++ + ++ ++ |+ ++
Vidni tektum
sm + +++ - 4 | - 4 | - 4 | - +++ - 4 | -+ ++
S0 - - - - - + - - - | - -+ - -+ | -+ ++
sfge + o+ - ++ | ++ + | - ++ | ++ - ++ |+ + ++H+ |+ ++
sge-ip + +++ - ++ | ++ + +++ | - ++ | ++ | +
sgc + +++ - 4 | ++ + | - ++ | ++ | + 4 | -+ ++
sac + ++ + - - + ++ |+ - ++ | ++ 4+ + +++ + -+ | -+ ++
spv + +++ + + + +++ 4+ |+ + ++ | - ++ ++ ++ -+ | -+ +++
Torus longitudinalis - +++ + + ++ ++ |+ ++
Torus semicircularis + +H+ + + ++ ++
Valvula cerebelli
mol + +++ - + + + ++ |+ - ++ | ++ + ++ | ++ + + ++ +
gg! ++ |+ - ++ ++ - | - ++ | ++ - ++ |+t -
grl =+ |+ + ++ | ++ +H+ | | H | | ++ |+ |+ ++ |+ ++ +++
Corpus cerebelli
mol + +++ ? + ++ + + ++ ? + ++ + ++ ++ + ++ + +
gg! ++ |+ - | - ++ 4+ - ++ |+t - | -
grl =+ |+ + ++ |+ +H+ || + + |+ ++ | |+ +H | | +++
Crista cerebelli ++ |+ - ++ ++ + + ++ ? +++ + + ++ ++ ++ ++ +
Lobus VII ++ | A | +
Lobus IX - +++ -
Lobus X + +++ ++ +++ | +++ ++
ell + ++ -
mll + -+ -
Tegmentum rhombencephali - - + - - ++ + +++ ++ ++ +++ - +H+ |+ ++ +H++ |+ ++
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