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EKSPRESIJA SOMATOSTATINA PRI ISHEMIJI MOZGA PACOVA

EXPRESSION OF SOMATOSTATINE IN ISCHEMIA OF RAT BRAIN
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Sazetak

Uvod. U ovoj studiji kori$¢ena je imunohistohemijska metoda
kako bi bio pracen citoplazmatski protein somatostatin u toku
ishemije mozga pacova. Cilj istrazivanja bio je da se definiSu
sve oblasti ekspresije somatostaina i da se distribucija proteina
pokaze na mapi. Materijal i metode. Bili su prouceni svi rezo-
vi telencefanona, diencefalona i srednjeg mozga pri rezistentnoj
1 tranzitornoj ishemiji, §to nam je omogucilo da posmatramo
reakciju neurona na ishemijske atake. Rezulatati i diskusija.
Rezultati ove studije pokazuju da postoji razlika izmedu reak-
cija u rezistentnoj i tranzitornoj grupi mozga pacova, posebno u
parijetofrontalnoj kori, podrucju prednjeg dela amigdaloidnog
tela, klaustrumu, nc. reuniens, nc. suprachiasmaticus. Mapira-
nje pokazuje reakciju u strukturama motorne, senzitivne i sen-
zorijalne kore, pretezno u lamini II/III i V/VI, hipokampusu —
gyrusu dentatus, polja 1, 2 1 3. Corum Amris-a, endopirifor-
mnom jedru, paraventrikularnom i periventrikularnom jedru
hipotalamusa, amigdaloidnom telu, klaustrumu i kaudoputa-
menu. U filogentski starijim delovima mozga — rinencefalonu,
takode se reakcija pokazala pozitivnom, §to nas navodi na za-
kljucak da su i novije i starije strukture mozga regovale imuno-
histohemijski. Hisotoloski podaci su pokazali da su mali neuro-
ni najcescée pronalazeni, a potom velike piramidalne ¢elije mul-
tipolarnog i bipolarnog tipa, a potom i ¢elije drugacijih, razlici-
tih oblika. Zaklju¢ak. Nasi rezultati su potvrdili nalaze retkih
istrazivanja koja se bave ovom problematikom, a dodatno smo
precizirali mapu ¢elija ekspresije somatostatina u mozgu paco-
va nakon ishemijskog ataka.

Kljuéne reé¢i: Somatostatin; Ishemija mozga; Pacovi; Neuro-
transmiteri; Imunohistohemija; Mapiranje

Uvod

Somatostatin (SS) je sacinjen od lanca 14 ami-
nokiselina; izolovan je najpre 1z hipotalamusa ovce,
a potom je naden ne samo u centralnom i perifer-
nom nervnom sistemu, ve¢ i u probavnom traktu i

Usled tehnickih nemoguénosti preciznog prikazivanja mapa,
zainteresovani mogu da se jave autoru radi dobijanja potpu-
nijih podataka

Summary

Introduction. This study used the immunohistochemical meth-
od to follow the expression of cytoplasmatic protein somatosta-
nin in the course of ischemia of rat brain. The aim of the study
was to define all the areas of expression of somatostain and to
show the protein distribution on the map. Material and Meth-
ods. All the sections of telencephalon, diencephalon and mid-
brain were studied in resistant, and transitory ischemia, which
enabled us to observe the reaction of neurons to an ischemic at-
tack or to repeated attacks. Results and Discussion. The re-
sults of this study show that there is a difference in the reaction
between the resistant and transitory ischemia groups of rats, es-
pecially in the parietofrontal cortex, area amygdaloidea anteri-
or, clastrum, nc. reuniens and nc. suprachiasmaticus. The map-
ping shows the reaction in the structures of motor, sensitive and
sensory cortex, mostly in the laminae II/I1I and V/VI, hippoc-
ampus — gyrus dentatus and CA1, CA2, CA3, endopiriform nu-
cleus, paraventricular and periventricular nucleus of hypothala-
mus, corpus amygdaloideum, claustrum and caudoputamen.
The more primitive sections of the brain - rhinencephalon, also
showed a reaction, which led us to conclude that both newer
and older brain structures reacted immunohistochemically.
Histological data showed that small neurons are most common-
ly found while the second most common are big pyramidal cells
of multipolar and bipolar type, with the different body shape.
Conclusion. Our findings have confirmed the results of rare
studies that dealt with these issues, and offered a precise and
detailed map of cells expressing somatostanin in the rat brain
following ischemic attack.

Key words: Somatostatin; Brain Ischemia; Rats; Neurotransmi-
tter Agents; Immunohistochemistry; Brain Mapping

pridodatim mu Zlezdama (npr. gusteraca). Ime je
dobio po tome §to inhibira sekreciju somatotropina.

Ovaj peptid mozemo naéi §irom nervnog siste-
ma, 1u interneuronima, i u projekcionim vlaknima.
U perifernom nervnom sistemu nalazi se u spinal-
nim ganglijama, a u centralnom Siroko je raspro-
stranjen na mnogo mesta, i to: kicmenoj mozdini,
mozdanom stablu, medumozgu, velikom mozgu.

U ki¢menoj mozdini se nalazi u ¢elijama nepo-
sredno oko centralnog kanala i zadnjem rogu kic-
mene mozdine.
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Skracenice

SS — somatostatin

NPY —neuropeptid Y

BST — bed nucleus striae terminalis

SS IR — imunoreaktivnost na somatostatin

Pir — piriformna kora

CA — Cornu Ammonis

R — rezistentna grupa ishemije

T — tranzitorna grupa ishemije

b tacka — tacka spajanja koronalnog i sagitalnog Sava — bregma
i dijametar — meduusni ili interauralni dijametar

Cg — cingulatna kora

M1, M2 - primarna motorna kora area 1 i2

M2 — sekundarna motorna kora

S1 — primarna somatosenzorna kora

GI — granularna inzularna kora

DI — disgranularna inzularna kora

VEn — ventralno endopiriformno jedro

DEn — dorzalno endopiriformno jedro

LOT — jedro lateralnog olfaktornog traktusa

ACo — prednje kortikalno amigdaloidno jedro

RSG — retrospinalna granularna kora

AuD — sekundarna auditivna kora - dorzalna area

AuV — sekundarna auditivna kora - ventralna area

PRh — peririnalna kora

Ect — ektorinalna kora

LEnt — lateralna entorinalana kora

BLP — zadnji deo bazolateralnog amigdaloidnog jedra
IPAC — intersticijano jedro prednje komisure (medijalni

i lateralni deo)
BMP, BLA —bazomedijalno i bazolateralno amigdaloidno jedro

D6 — gyrus dentatus

Re — nc. reuniens

PaAP — paraventrikularno jedro hipotalamusa

Cru — kaudoputamen

RSA — retrosplenalna agranularna kora

¢ Fos IR —imunoreaktivnost na ¢ Fos protein

InG — sredi$nji sloj sive mase gornjeg kolikulusa
PLCo — zadnjoboc¢no kortikalno amigdaloidno jedro
PP — peripedunkularno jedro

SuG — povrsinski sloj sive mase gornjeg kolikulusa
TeA — temporalna asocijativna kora

U produzenoj mozdini se nalazi u nc. tractus so-
litarii, nc. ambiguus 1 nc. spinalis nervi trigemini.

U srednjem mozgu ga ima u periakveduktalnoj
sivoj masi 1 retikularnoj formaciji.

U medumozgu se nalazi i u hipotalamusu i u
epitalamusu. U hipotalamusu, po istrazivanjima
Swaaba, SS je naden u nc. suprachiasmaticus, sa
neuropeptidom Y (NPY), galaninom, proenkefali-
nom i vazointestinalnim peptidom [1]. Bed nucle-
us striae terminalis (BST) ga ima u dva svoja
dela, najvise u tzv. darkly staining posteromedial
component, koji je vec¢i nekoliko puta kod muskar-
ca, 1 u centralnom, koga karakteriSe masivna imu-
noreaktivnost neurona na somatostatin. Budu¢i da
se radi o seksualno dimorfnim jedrima, njihova
zapremina zavisi od pola jedinke. Nc. periventri-
cularis je takode karaktericna SS pozitiva struk-
tura, ¢iji se produzeci projektuju u medijalnu emi-
nenciju. Znacajna seksualno dimorfna jedra nc.

ventromedialis 1 nc. dorsomedialis su bogata mre-
zom vlakana u telima nervnih ¢elija odakle i poti-
¢e imunopozitivna reakcija na somatostatin (SS-
IR). Nc. tuberalis lateralis je znacajno jedro koje
ucestvuje u regulaciji unosenja hrane i metaboliz-
ma 1 sadrzi znacajan kontigent SS-imunoreaktiv-
nih ¢elija. U ovom jedru je jasno pokazano da SS
pada kod bolesnika od Hantingtonove bolesti, kao
1 kod obolelih od Alchajmerove bolesti [2]. Kod
Alchajmerove bolesti je ranije nadeno smanjenje
vrednosti SS-IR. Zadnja ili mamilarna regija, koja
ima znacajnu ulogu u regulaciji telesne tempera-
ture, kao 1 mnoge druge koje su od vitalnog zna-
Caja, pokazala je visok stepen obojenosti neurona
na SS, kao 1 habenularna jedra epitalamusa.

Celijje velikog mozga pokazuju imunorektivnost
na SS u bazalnim jedrima, supkortikalnim limbic-
kim i olfaktivnim strukturama (nc. centralis amyg-
dale, nc. septalis lateralis, nc. striae termilanis, nc.
olfactorius anterior, tuberculum olfactorium), kao i
svim delovima neokorteksa (u laminama II-VI, po-
sebno V 1 VI), a od limbic¢kih struktura kore, soma-
tostatin se moze naci u girusu cinguli, hipokampu i
u piriformnoj kori (Pir) [3—5].

Grupa vlakana SS-IR sa nepoznatom lokacijom
tela mogu se naci u vidnom i slusnom sistemu, kako
odlaze da inervisu misice pokretace o¢ne jabucice,
ili prozimaju auditivni sistem mozdanog stabla.
Nadena su i u nekim jedrima ki¢mene mozdine.

Uloga ovog neuromodulatora u centralnom ner-
vnom sistemu je u neku ruku opsta. Neki autori ga
povezuju sa ulogom u kogniciji i memoriji, ali se
smatra centralnim neurotransmiterom/neuromodu-
latorom [4,6].

Chun sa saradnicima izvesStava da se SS (kao i
NPY) stvaraju oko 50. dana embrionalnog razvoja
kod macke (graviditet macke traje 63 dana, tj. 9
nedelja), i to u pocetnim stadijumima stvaranja
¢elija, pre nastanka marginalne ili neke dublje
zone tj. sloja ¢elija [7-9]. Somatostatin ¢e dalje,
tokom razvoja, biti zastupljeniji u Celijama koje
idu prema povrSini, tj. prema marginalnoj zoni.
Jasno je da daljim razvojem celijskog kontigenta
mozga i ovaj neurotransmiter, y-amino buterna ki-
selina, pored jos nekoliko vaznih (NPY, y-amino
buterna kiselina, holecistokinin), ima vaznu ulogu
u razvoju kore mozga.

Kod odraslih, nalazi se u skoro svim struktura-
ma mozga, pa stoga nema specifi¢nu ulogu, a nje-
govo povecanje ili smanjenje, vezuje se za mnoge
poremecaje funkcije centralnog nervnog sistema
kao pratilac, a mozda i kao uzrok bolesti. Povise-
ne vrednosti ovog proteina ¢esce se nalaze kod za-
paljenskih i tumorskih procesa na mozgu i njego-
vim ovojnicama. Snizene vrednosti su nadene kod
obolelih od Parkinsonove, Alchajmerove bolesti
[8—10], shizofrenije [11,12], a kod Hantingtonove
bolesti su vrednosti nekonzistentne [13]. Ipak se
smatra da je opsta pojava promena nalaza SS u ¢e-
lijama izazvana disregulacijom, a ne specifi¢nim
promenama kod posmatranih bolesti.
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Rauca je sa saradnicima nacinio i eksperiment
ishemije pri ¢emu je davao razli¢ite koncentracije
SS u mozak nakon 5 minuta od ataka i zakljucio da,
u odredenim koncentracijama, moze imati zastitno
dejstvo na neurone zahvacene ishemijom [14].

Ukupno posmatrano, pokazalo se da ubrizga-
van u komore mozga izaziva depresiju motorne
aktivnosti, a jontoforetsko aplikovanje dovodi do
inhibicije aktivnosti.

Somatostatin i ishemija

Eksperiment u kom su okludirana cetiri krvna
suda prvog sata, drugog i ¢etvrtog dana istraziva-
nja, pokazano je da se samo prolazno smanjuje SS
informaciona ribonukleinska kiselina (iRNK) to-
kom 2—4 dana od ishemijskog ataka, a posmatrani
protein je najvise ispitivan tokom ishemijskih ata-
ka u, mreznjaci i Zlezdama pridodatim probavnim
organima [15-19].

U radu Freunda o SS-IR pojavila se interesan-
tna, koliko god ocekivana, pojava naglog smanjenja
broja SS pozitivnih neurona u hilusu dentatnog gi-
rusa i u regiji jedan ¢elijske grupe Amonovog roga
(cornu ammonis — CAI), tj. u piramidalnim celija-
ma [20]. Arabadzisz je ispitivao i prezivljavanje ne-
urona SS-IR kod pacova koji su preziveli ishemiju
nakon 12—14 meseci [21]. Johansen izveStava da se
SS-IR u hipokampu pri ishemiji ne menja [22].

Raspored SS-IR u kori mozga

Mizukawa i saradnici dali su detaljan raspored
i oblik SS pozitivnih neurona kore pacova. Mada
su razli¢itih 1 veoma nepravilnih oblika i veli¢ina,
podeljeni su na tri grupe ili tipa. Tip A — veliki do
srednje veliine, multipolarni neuroni, sa 3—5 du-
gih produzetaka. Tip B — neuroni srednje do male
veliCine, fuziformnog oblika, sa 2 produzetka. Tip
V — mali neuroni, ovalni ili fuziformni, svetlo pre-
bojeni. Nalaze se u svim slojevima kore izuzev I,
a posebno su naglaseni u sloju V somatosenzorne
1 motorne kore [23].

Najbolju predstavku o regionalnoj ekspersiji
SS i NPY u kori mozga majmuna i pacova dali su
Hendry i saradnici 1984. godine. Oni su elektron-
skim mikroskopom posmatrali laminarnu organi-
zaciju ova dva veoma zastupljena peptida u mozgu
i nasli ga narocito u motornoj i senzitivnoj kori,
iako su oba bila zastupljena u svim areama kore ili
aksonima tih neurona. Kod majmuna je bio jasno
laminarno rasporeden i jedan 1 drugi peptid, po-
sebno u laminama II/111 1 V/VI, ali u mozgu paco-
va ispitivani peptidi nisu imali jasnu laminarnu
organizaciju. Oba peptida su imala sli¢nu anatom-
sku rasprostranjenost [24].

Sorensen daje precizniju sliku SS pozitivnih
neurona u kori 1 beloj masi neposredno ispod kore
mozga ¢oveka. U radu saznajemo da su imunore-
aktivne ¢elije u svim slojevima, a da su vlakna po-
sebno mnogobrojna u sloju I, te da su tangencijal-

no usmerena prema povrsini mozga, dok su mreze
grana velikog broja vlakana isprepletene u dubljim
slojevima kore, 1 da nose izrazene varikozitete. U
supkortikalnim regijama, SS pozitivni neuroni su
cak veci, a njihova vlakna idu i prema kori i u dublje
slojeve mozga. Jasno je da ovakav raspored celija,
kao 1 brojnost, ukazuju da je SS vazan modulator in-
tegrativnih i, verovatno, specificnih funkcija, ne
samo vezama u kori, vec i sinaptickom povezanos¢u
sa velikom mrezom vlakana u beloj masi [25].

Materijal i metode

Materijal na kom je ispitivan SS brojao je ukupno
deset mozgova pacova. Formirane su dve eksperi-
mentalne grupe pacova koji su podvrgnuti ishemiji
po Pulsinellijevoj metodi iz 1979. godine i dve kon-
trolne grupe [26]:

— Prva grupa bila je izloZena totalnoj ishemiji
ligaturom Ccetiri krvna suda (koagulacija verte-
bralne arterije, uz obostranu ligaturu karotidnih
arterija parafiniziranim koncem 10 minuta, a po-
tom perfuzija 60 minuta). Oznacena je kao rezi-
stentna (R) grupa pacova i Cinile su je tri jedinke
(R 41, R 42, R 43);

— U drugoj grupi eksperimentalne Zivotinje su
izlozene ishemijskom tolerantnom ataku (koagu-
lacija vertebralne arterije, uz obostranu ligaturu
karotidnih arterija parafinziranim koncem 4 mi-
nuta, a potom ponovljena za 72 sata u trajanju od
10 minuta). Oznacena je kao tolerantna (T) grupa
pacova i obuhvatala je pet zivotinja (T 12, T14, T
16, T 17, T 19).

— U prvoj kontrolnoj grupi, u kojoj nije bilo
intervencije, bila je 1 Zivotinja;

-

Vi

Slika 1. Parijetofrontalna kora mozga pacova, desno.
SS-IR mozak pacova R43. Jasno uoc€ljiva laminarna or-
ganizacija sloja V/VI desne hemisfere, s primerom bipo-
larnih sferoidnih neurona. Fotografija uve¢ana 40 puta.
Fig. 1. Parietofrontal cortex SS-IR rat R43. Laminar
layer organization of V/VI right hemisphere is clearly
visible with the example of bipolar spheroid neurons.
Photography is magnified 40 times.
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Slika 2. Nc. amygdaloideus centralis. Prikaz SS-IR
¢elija mozga pacova T30. Neuroni ovalnog i nepravil-
nog oblika. Fotografija uveéana 40 puta.

Fig. 2. Nc. amygdaloideus centralis Image of SS-IR
neurons, rat T30. Neurons are oval and irregular. Pho-
tography is magnified 40 times.

— U drugoj kontrolnoj grupi za tolerantnu
ishemiju (koagulacija vertebralne arterije uz liga-
turu 4 minuta obe karotidne arterije bez desetomi-
nutne religature) bila je jedna zivotinja.

Pacovi su anestezirani prvog dana ketaminom
(100 mg/kg), kada je nacinjena elektrokauterizaci-
ja a. vertebralis. Sledeceg dana u anesteziji halo-
tanom (1,5-2%), preparisane su obe zajednicke
karotidne arterije i podvezane parafiniziranim kon-
cem, kako bismo zastitili zid krvnog suda od oste-
¢enja koncem pri zatezanju. U grupi R, okluzija
karotidnih arterija trajala je 10 minuta, nakon Cega
su zivotinje zrtvovane, a u ishemijskoj grupi 10
minuta, nakon ¢ega je presecanjem konca posti-
gnuta recirkulacija krvi. U tolerantnoj, grupi T,
nakon 72 sata od prve okluzije, a. carotis commu-
nis je okludirana 4 minuta, a nakon 60 minuta po
okluziji zivotinje su Zrtvovane u stanju anestezije
ketaminom (100 mg/kg), dok je mozak intrakrani-
jalno reperfundovan 4% paraformaldehidom.

Tokom hirurskih intervencija, telesna tempera-
tura zivotinja bila je odrzavana grejnom lampom
na 37°C. Tokom prvih 15-20 minuta od reperfuzi-
je, zivotinje su bile pasivne, nisu se pokretale, a
jedna sat nakon okluzije bile su Zrtvovane.

Nakon fiksacije tokom no¢i u 20% saharozi,
sledilo je rezanje free floting tehnikom, na rezove
debljine 50 pm.

U radu smo koristili imunohistohemijsku teh-
niku avidin-biotin peroksidaze, kao semikvantita-
tivau metodu za detekciju trazenih proteina. Pre-
seci su ispirani 0,IM fosfatnim puferom, inkubi-
rani u 0,5% triton-H-100 1 10% normalnom koz-
jem rastvoru 60 minuta. Nakon toga sledila je in-
kubacija 48 h sa specifi¢nim antitelima za SS ra-
bbit policlonal IgG Sant Biotechnology, Inc., San-
ta Cruz, USA, u razredenju 1 : 4 000. Slede¢i ko-
rak je inkubacija sekundarnim zec¢jim antitelima
60 minuta, a potom u istom vremenskom trajanju

dodaje se avidin-biotin peroksidaza. Ispiranje se vrsi
0,1M fosfatnim puferom (rN 7,26). Antigen-antite-
lo kompleks je vizualiziran 3,3’ diamino-benzidi-
nom 1 0,03% H,0,.

Antitela na SS i NPY su istog proizvodaca, u
razredenju 1 : 4 000.

Trajni histoloski preparati dobijeni su montira-
njem pokrovnih stakala na osuSene isecke pomo-
¢u kanada balzama tj. Permount medijuma
(Fisher). Medijum se susi oko 48 sati.

Preparati su posmatrani, analizirani na mikro-
skopu Leica.

Fotografije su nacinjene Analisis programom.

Za mapiranje mozgova koristili smo mape po-
znatog atlasa George Paxinos, Charles Watson:
The rat brain in stereotaxic coordinates, Academic
press, 1997. Sve mape su posluzile za unoSenje na-
sih rezultata konsekutivno, a na kojima su obeleze-
ne strukure sa pozitivnom reakcijom, dok je dubina
mozga ve¢ kod autora oznacena na slici i obeleZena
broj¢anim vrednostima dvaju parametara: meduus-
ni ili interauralni dijametar (i) i tacki spajanja koro-
nalnog 1 sagitalnog Sava — bregme (b). S obzirom
na razli¢it stepen obojenosti u grupama R i T i
medu presecima i medu strukturama u okviru jed-
nog preseka, koristili smo samo dve vrednosti veli-
¢ine taCaka (Adobe Photoshop 1 px i 3 px) kojima
smo obelezavali vrednost pozitivne reakcije u ¢eliji,
a obelezavanjem u mesto gde se pojavila, prikazali
smo lokaciju pozitivne reakcije.

Fotografije pokazuju regije mozga u kojima se
uocava SS-IR. Budu¢i da se imunoreaktivnost ci-
toplazme neurona ne poklapa sa izgledom ¢elije,
ve¢ samo pozitivnim molekulima trazenog protei-
na, nismo pravili dublju analizu podele po tzv. ne-
piramidalnoj podeli u rezultatima SS-IR. Drugi
razlog je i to Sto se SS-IR tela neurona poklapaju sa
veoma izrazeno rektivnim neuropilima, §to bi se-
mikvantitativnim merenjem dalo lazne rezultate.

Rezultati

SS pozitivne strukture mozgova R grupe

U svim strukturama mozgova R-grupe, gusti-
na SS-IR neurona veli¢ine 3 px, bila je znatno ma-
nja u odnosu na T-grupe pacova.

U mapi mozga R41, R42, R43 pacova, u rostral-
nijim delovima, do novoa i 7,6 mm/b -1,4 mm, jav-
lja se SS-IR u dorzalnim delovima kore mozga pre-
tezno u lamini II/111, 1 to u slede¢im strukturama
kore: cingularnoj kori (Cg) (area 1 — Cgl, area 2 —
Cg2), motornoj kori (primarna motorna kora — M1,
sekundarna motorna kora — M2), primarna somato-
senzorna kora (S1), granularna inzularna kora (GI),
disgranularna inzularna kora (DI) (Mapa 1).

Ventralne strukture koje su SS-IR su: Pir, klau-
strum (Cl), dorzalno endopiriformno jedro (DEn),
ventralno endopiriformno jedro (VEn), prednji deo
bazomedijalnog amigdaloidnog tela (BMA), jedro
lateralnog olfaktivnog traktusa (LOT) i prednje
kortikalno amigdaloidno jedro (ACo).
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Interaural 7.60 mm ) ‘ ‘ ‘ regma -1.40 mm

Mapa 1. Prikaz SS-IR area u mozgu pacova R41. Nivo
reza i 7,6 mm/b-1,4 mm. Zelenom bojom obelezeni SS-
IR.neuroni. Crvenom bojom obelezi SS-IR neuropili.
Objasnjenje dato u Stivu. (Mape su preuzete iz atlasa:
George Paxinos, Charles Watson: The rat brain in stere-
otaxic coordinates, Academic press, 1997.

Map 1. Image of SS-IR area in the brain of rat R41.
The level of slice is i 7,6 mm/ b- 1,4 mm. NPY-IR neu-
rons are marked in green color. The explanation is gi-
ven in the text (The map has been taken over from
atlas: George Paxinos, Charles Watson: The rat brain
in stereotaxic coordinates, Academic press, 1997)

Dublji nivoi preseka mozga od i 7,2 mm/b -1,8
mm su takode slabije SS-IR. U kori su uoceni reak-
tivni neuroni u laminama II/IIT i V/VI i to: retrosple-
nijalna granularna b kora (RSGb), u rostrosplenijal-
nom agranularnom korteksu (RSA), sekundarna vi-
zuelna kora — medijalni deo (V2MM), sekundarna
vizuelna kora — dorzalni deo (V2ML), M2, M1, S1,
sekundarna auditivna kora - dorzalna area (AuD), se-
kundarna auditivna kora - ventralna area (AuV), GI,
DI. Ventralni delovi kore su SS-IR u V/VI, a to su
ektorinalna kora (Ect), peririnalna kora (PRh), late-
ralni entorinalni korteks (LEnt). Ventralniji delovi
mozga su pokazivali slabu obojenost u: medijalnom i
lateralnom delu BST, nc. accumbens (jedro — AcbC, i
kora - AcbSh), intersticijalno jedro prednje komisure
(IPAC). Kaudoputamen (Cpu) je bio slabo SS reakti-
van, sa retkim SS-IR neuronima difuzno razbacanim.
U hipokampu je gyrus dentatus (DG) bio vise reakti-
van, dok su CAl, Amonov rog — polje 2 (CA2), Amo-
nov rog — polje 3 (CA3) bili znatno manje SS-IR.

Od struktura hipotalamusa, jedino je SS-IR bio
nc. reuniens (Re) 1 periventrikularno jedro hipota-
lamusa (PaAP).

SS pozitivne strukture mozgova T grupe

U svim strukturama mozgova pacova TI12,
T14, T16, T17 i T19, vrednost imunopozitivne re-
kacije na SS je veli¢ine obelezene tacke 3 px koje
su najzastupljenije.

U rostralnim strukturama mozga nivoa od i
10,7 mm do 7,7 mm/b 1,7 mm do -1,3 mm, SS-IR
neuroni su nadeni u kori, hipotalamusu, bazalnim
jedrima i ventralnom delu mozga. Kora je SS-IR

duz citave cirkumferencije leve i desne hemisfere,
u jasno naznacenim laminama II/IIT 1 V/VI, slede-
¢ih struktura: Cgl, Cg2, M1, M2, S1, S2, GI, DI,
zadnjem agranularnom inzularnom korteksu
(AIP). U lamini I kore velikog mozga nadene su
retke obojene celije.

Neuroni u bazalnim jedrima su slabo SS-IR, i
nalaze se u Cru, dok je u SI, DEn, VEn imunoreak-
tivnost vec¢a. U tom, ventralnom delu mozga, SS-IR
je nadena u lateralnoj traci strijatuma (LSS), LOT,
Pir, substantia innominata pars basalis (SIB), su-
bstantia innominata pars ventralis (SIV), nc. striae
medullaris (SM), ACo. Slaba SS-IR je i u: svim de-
lovima BST, intersticijalno jedro prednje komisure
(medijalni deo — IPACM 1 lateralni deo - IPACL),
ventralni deo lateralnog septalnog jedra (LSV).

SS-IR u hipotalmusu su: PaAP, Pe, SCh, a od
jedara talamusa samo Re.

Na dubini preseka mozga od i 7,2 mm/b -1,8 mm
najvecu SS-IR pokazao je centralno amigdaloidno je-
dro, u hipotalamusu je posebno obojeno periventri-
kularno jedro (Pe), ventralni deo paraventrikularnog
jedra (PaV), medijalni deo paraventrikularnog jedra
(PaMB), dorzalni deo paraventrikularnog jedra
(PaDC), lateralni deo paraventrikularnog jedra
(PaLM) i lateralna area hipotalamusa (LH). Na prela-
zu talamusa, koji nije imao SS-IR, zona incerta (ven-
tralni - ZIV i dorzalni deo — ZID) bio je SS-IR. Cru je
slabo obojen (Mapa 2).

Ventralni delovi mozga su SS-IR u amigdalo-
idnom kompleksu (medijalno amigdaloidno jedro,
vazomedijalno i vazolateralno amigdaloidno je-

Figure

Interaural 5.86 mm Bregma -3.1
T 0 T 0

Mapa 2. Prikaz SS-IR area u mozgu pacova R42. Nivo
reza i 5,86 mm/b-3,14 mm. Zelenom bojom obeleZeni
SS-IR. neuroni. Crvenom bojom obelezi SS-IR neuropili
Objasnjenje dato u Stivu. (Mape su preuzete iz atlasa:
George Paxinos, Charles Watson: The rat brain in stere-
otaxic coordinates, Academic press, 1997)

Map 2. Image of SS-IR area in the brain of rat R42.
The level of slice is i 5,86 mm/b — 3,14 mm. SS-IR neu-
rons are marked in green color. The explanation is gi-
ven in the text (The map has been taken over from
atlas: George Paxinos, Charles Watson: The rat brain
in stereotaxic coordinates, Academic press, 1997).
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dro, zadnje bo¢no korikalno amigdaloidno jedro)
Pir, DEn.

Kora je jasno SS-IR u laminama II/IIT 1 V/VI,
slede¢ih struktura: RSG, RSA, M1, M2, S1, S2,
AuD, primarna auditivna kora (Au), AuV, GI, DI,
Ect, PRh, LEnt. DG, CA1, CA2, CA3 bili su oboje-
ni, ali mnogo manje spram c-Fos IR. Na ovoj dubi-
ni je samo laminama V/VI postsubikuluma (Post) i
subikuluma (S) bila SS-IR.

Na kaudalnijim presecima mozga od i 3,2 mm do
2,96 mm/od b — 5,8 mm do -6,04 mm, SS-IR neuro-
ni se vide na presecima koji pripadaju regionu sred-
njeg mozga: zonalni sloj gornjeg kolikulusa (Zo),
povrsinski sloj sive mase gornjeg kolikulusa (SuG),
sloj optickog nerva u gornjem kolikulusu (Op), sre-
disnji sloj sive mase gornjeg kolikulusa (InG), late-
ralna periakveduktalna siva masa (LPAG), zadnje
intralaminarno talamicko jedro (PIL), peripedunku-
larno jedro (PP), nc. nervi optici (OT), dorzalno ter-
minalno jedro pomo¢nog optickog traktusa (DT).

Na ovoj dubini su nadeni retki SS-IR neuroni u
kompaktnom delu ventralne supstancije nigre
(SNCD) i njenom lateralnom delu (SNL), u mozgu
pacova T17.

Na kraju analize mapa SS-IR neurona, zakljucu-
jemo da je intenzitet SS-IR znacajno ve¢i u T-grupi.

Diskusija

Somatostatin je Siroko rasprostranjeni peptid i u
nasem radu je naden u mnogim strukturama ishemi-
jom zahvac¢enog mozga. Najpre isti¢emo da je oboje-
nost prisutna u T-grupi pacova, i to u: granularnoj
kori, motornoj i senzitivnoj kori i povrsnim lamina-
ma, DG, S1, S2, VEn, DEn i piriformnoj kori. Ova
rektivnost bila je prisutna u I, 11, i VI lamini kore.
Amigdaloidno telo, posebno kapsularni deo, a u hi-
potalamusu paraventrikularno i periventrikularno
jedro su bili veoma SS-IR, §to se slaZe sa nalazima
Swaaba [1]. Nalaze s kojima smo mogli da uporedi-
mo naSe rezulalte sa rezultatima eksperimenata na
ishemijom zahva¢enom mozgu, u nama dostupnoj
novijoj literaturi, nismo nasli, iako je iz ranije litera-
ture poznato da SS ima najvise u V/VI lamini kore,
nekim jedrima hipotalamusa i amigdaloidnom telu
intaktnog mozga [4].

Budu¢i da je poznato da SS biva povisen u in-
flamatornim 1 razarajuéim procesima na mozgu
(meningitis, kompresije nervnih korenova, tumorti),
toksi¢nim encefalopatijama, manijakalnim poreme-
¢ajima, na$ zakljucak je da se ovaj peptid odrzava u
stanjima smanjenog dotoka kiseonika i hranljivih
materija, Sto moze imati veze sa ishemijskim ata-
kom, a mozda i sa stvaranjem protoonkogena, nalik
rezultatima rada Wu Y. [27], koji pominje poveza-
nost u modulaciji stvaranja NPY i c-Fos proteina.

Iako je u nekim radovima pokazano da se sma-
njuje iRNK SS u neuronima hipokampa 2—4 dana
od nacinjene ishemije, smatramo da takav nalaz
nije u koliziji s nas§im rezultatima, jer nisu svi de-
lovi mozga jednako osetljivi na 1shem1]u idaza
znadajnije_iscrpljivanje ovog proteina mora biti
nacinjena ishemija duzeg trajanja [28].

Sto se ti¢e histoloskog tipa ¢elija, nasi nalazi
potvrduju nalaze Mizukave i Hendrya o obliku
neurona, njihovoj laminarnoj organizaciji u kori
mozga, buduci da smo ih nasli u laminama II/III i
V/VI [23,24]. Male ¢elije, obojene samo u perika-
rionu, bipolarne i multipolarne, s odredenim sme-
rom vlakana opisuje Yamasita [28], s ¢ijim nalazi-
ma se na$ nalaz u potpunosti slaze.

Johansen i Sorensen, potvrduju da je oblik SS-
IR ¢elija multiforman i u hipokampu [20,29].

U ovom eksperimentu je ispitivano ponasanje i
protoonkogena c-Fos proteina [30], kao i neuropep-
tida Y [31,32]. Pritom, nalaz pozitivne reakcije kod
sva tri protema je pozitivniji u mozgovima koji su
,havikavani“ na ishemiju, Sto potvrduje da priroda
pokusava da odrzi u zivotu jedinku tvore¢i neuro-
protektivne peptide u, za zivot vaznim, delovima
mozga.

Zakljucak

Nase ispitivanje je dopunilo dosadasnja sazna-
nja u vezi sa ponaSanjem somatostatina pri atacima
ishemije u mozgu pacova, kako na nivou femikvan-
tifikacije imunoreaktivnosti i mapiranja struktura
koje su reagovale, tako i na nivou histoloskog odre-
divanja tipa ¢elija u kojima je ovaj peptid naden.
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