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SAZETAK

Serotonin (5-hidroksitriptamin, 5-HT) je bioloski aktivan amin. Nalazi se u mozgu i na periferiji
gdje vrsi razlicite fizioloske uloge, a takoder kontrolira razvoj mozga. Promjene u sustavu koji
regulira metabolizam i funkciju 5-HT mogle bi predstavljati jednu od moguéih bioloskih podloga
poremecaja ponaSanja u koje spada i autizam. Smatra se da visoka razina 5-HT u krvi, u doba
fetalnog i ranog postanatalnog razvoja, moze inhibirati rast i razvoj 5-HT neurona i tako dovesti do
anatomskih i funkcionalnih promjena u mozgu. Kako bi se ispitale posljedice visoke razine 5-HT u
krvi u doba perinatalnog razvoja na sredis$nji odjeljak 5-HT, Stakori su bili tretirani inhibitorom
monoamin oksidaze (MAOI), tranilciprominom (TCP, 2mg/kg), od 13. embrionalnog do 21.
postnatalnog dana Zivota. U ovom radu smo istrazili posljedice perinatalnog tretmana s MAOI na
kognitivno, socijalno i emotivno ponasanje Stakora. Eksperimentalne Stakore tretirane TCP-om i
kontrolne Stakore tretirane fizioloSkom otopinom podvrgnuli smo bateriji testova ponaSanja kojima
smo redom ispitali: ufenje i kognitivhu rigidnost, lokomotorno ponasanje, anksioznost i
eksploratorno ponaSanje, socijabilnost te reakciju i1 habituaciju na opetovani zvucni podraZaj.
Skupina tretirana TCP-om pokazala je smanjenu razinu anksioznosti i kognitivne rigidnosti te
povecanu razinu eksploratornog ponasanja i socijabilnosti u odnosu na kontrolnu skupinu. Razina
lokomotornog gibanja nije se razlikovala izmedu skupina. Rezultati pokazuju da je perinatalni
tretman inhibitorom razgradnje serotonina utjecao na ponasanja regulirana serotoninom, $to ukazuje
na promjene u sredi§njem odjeljku 5-HT nastale tijekom razvoja mozga.
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ABSTRACT

Serotonin (5-hydroxytryptamine, 5-HT) is a biologically active amine present in both brain and
peripheral tissues where it serves different physiological functions and it also regulates brain
development. Disruption of 5-HT metabolic pathway or impairments in its function could represent
a base for different behavioral disorders including autism. During prenatal and early postnatal
development, high concentrations of serotonin in blood could inhibit 5SHT neuronal growth and
differentiation and cause anatomical and functional changes in brain. To examine consequences of
high blood 5-HT concentrations during perinatal development, rats were treated with monoamine
oxidase inhibitor (MAOQI), TCP (tranylcypromine, 2mg/kg) from 13th gestational day until 21st
postnatal day. In this study we explored consequences of the mentioned perinatal treatment on
cognitive, social and emotional behavior in rats. Experimental group (treated with TCP) and control
group (treated with saline solution) of rats were submitted to the battery of tests. We examined
learning and cognitive rigidity, locomotor activity, anxiety and exploratory behavior, sociability, and
reaction and habituation to repeated high-frequency sound. Experimental group displayed
significantly lower level of anxiety and cognitive rigidity, and showed higher sociability and
exploratory behavior. Levels of locomotor activity did not differ between the groups. These results
show that the treatment with TCP has influenced 5-HT-regulated behaviors, and indicate changes in
the central 5-HT compartment that occurred during brain development.
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1.UVOD



1.1. SEROTONIN

Serotonin (5-hidroksitriptamin, skraceno 5-HT) je monoaminski neurotransmiter i
neuromodulator koji je biokemijski izveden od triptofana. M. Rapport i sur. su otkrili tvar s
vazokonstrikcijskim svojstvima u serumu i zbog toga ga nazvali serotonin (Rapport i sur. 1948).
Kod sisavaca je serotonin prisutan i u mozgu i u perifernim tkivima. U srediSnjem Zivéanom
sustavu nalaze se serotonergi¢ni neuroni smjesteni u jezgrama rafe (lat. raphé nuclei) te mu je u
mozgu funkcija reguliranje razvoja serotonergi¢nih neurona i ciljnih tkiva tijekom neurogeneze, a
kasnije dobija funkciju neurotransmitera koji kontrolira Sirok spektar fizioloskih sustava (Lucki
1998). U periferiji, 5-HT posreduje gastro-intestinalne funkcije i aktivaciju trombocita. 90%
ukupne koli¢ine serotonina se nalazi u perifernom odjeljku organizma gdje sudjeluje u
mnogobrojnim fizioloskim procesima (Caspi i sur. 2008). Nalazimo ga u ranom razvoju mozga Sto
implicira njegovu ulogu u umnoZavanju, migraciji i diferencijaciji neurona (Whitaker-Azmitia
2001, 2005). Kod Zivotinja se pojavljuje vrlo rano u evoluciji, od pocetaka bilateralno simetri¢nih
Zivotinja gdje regulira pokretanje crijeva i percepciju dostupnosti resursa, a pronalazimo ga i u
nekih biljaka i gljiva (Kang i sur. 2009). Za razliku od svojih prekursora, 5-hidroksitriptofana (5-
HTP) i triptofana, serotonin ne prolazi krvno-mozdanu barijeru, sto znaci da unosenje serotonina

hranom nema utjecaj na razinu serotonina u mozgu.

1.1.1. SerotoninskKi receptori

Serotonin se veZe na 14 tipova 5-HT receptora grupiranih u 7 obitelji (od 5-HT; do 5-HT>) s
obzirom na signalni mehanizam i primarnu strukturu receptora (Frazer i Hensler 1999). Svi tipovi
su prisutni u mozgu, a pojedini su prisutni uglavhom u perifernim tkivima, na primjer 5-HT, se
ve¢inom nalazi u sluznici crijeva (Berger i sur. 2009). Uz izuzetak 5-HT3 receptora, svi pripadaju
nadobitelji receptora vezanih uz G-proteine (metabotropni receptori) koji modificiraju aktivnost
ionskih kanala, adenilat ciklaze ili fosfolipaze C. 5-HT3 receptori su ionski kanali (Frazer i Hensler
1999, Kolb i Whishaw 2005, www.themedicalbiochemistrypage.org). Neki serotoninski receptori

su presinapticki, a neki postsinapticki.

1.1.2. Metabolizam serotonina

Kod Zivotinja, ukljucujudi i ljude, prvi korak u sintezi serotonina je hidroksilacija L-triptofana.

Taj korak katalizira enzim triptofan hidroksilaza (TPH), a on je ujedno i ogranicavajudi faktor



sinteze (Caspi i sur. 2008). Taj se enzim nalazi u serotonergi¢nim neuronima u srediSnjem
Zivéanom sustavu (SZS), u epifizi, enterokromafinim stanicama sluznice tankog crijeva, te u
neuronima mijentericnog pleksusa (Cote i sur. 2003). Pokazano je da TPH postoji u dva oblika:
TPH1, koji je prisutan u nekoliko tkiva i TPH2, izoforma specificna za mozak. Slicnost izmedu
TPH1 i TPH2 u slijedu aminokiselina iznosi 65% (Alenina i sur. 2008, Cote i sur. 2003, Savelieva i
sur. 2008). Produkt hidroksilacije je nestabilni 5-hidroksitriptofan (5-HTP, oksitriptan) koji se u
drugom koraku dekarboksilira uz pomo¢ enzima dekarboksilaze aromatskih kiselina (engl. amino
acid decarboxylase, AADC) i vitamina B6 (Rahman i sur. 1982) te nastaje 5-HT. Ova reakcija
dogada se i u Zivéanom tkivu i u jetri (Bouchard i sur. 1981). Monoamin oksidaza (MAO)
procesom oskidativne deaminacije pretvara 5-HT u 5-hidroksindolacetaldehid koji se dalje
oksidira u 5-hidroksindolacetatnu kiselinu (5-HIAA), a taj proces katalizira aldehid dehidrogenaza
ovisna o NAD+. U mozgu, 5-HIAA je primarni metabolit 5-HT (Caspi i sur. 2008).

Postoje dva izoenzima: MAO-A i MAO-B, koji razli¢ito regiraju na inhibitore i imaju razli¢it
afinitet za supstrate te se nalaze na razli¢itim mjestima. Obje forme enzima nalazimo u
neuronima i astrogliji, a izvan SZS-a, MAO-A nalazimo u jetri, gastrointestinalnom traktu i
placenti, dok MAO-B nalazimo veé¢inom u trombocitima. U serotonergi¢nim sinapsama MAO-A
razgraduje 5-HT, dok MAO-B veZe agoniste koji bi mogli ometati normalan metabolizam 5-HT
(Frazer i Hensler 1999). U perifernom odjeljku 5-HT se metabolizira u jetri te se u obliku 5-HIAA

izlu€uje urinom (Caspi i sur. 2008) (Slika 1.1)
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Slika 1.1. Metabolizam serotonina.

1.2. SEROTONINSKI ODJEL]JCI

1.2.1. Serotoninski sustav u mozgu

Tijela serotonergi¢nih neurona nalaze se uzduz dorzalne linije moZdanog debla u podrudju
nazvanom jezgre rafe (lat. raphé nuclei), koje su podijeljene u devet skupina (B1- B9) (Slika 1.2).
Aksoni tih stanica projiciraju u gotova sva podrucja mozga i moduliraju niz fizioloskih procesa i
ponasanja. Projekcije serotogeni¢nih neurona su topografski organizirane (Frazer i Hensler
1999). Mnogobrojne funkcije serotonina se mogu objasniti postojanjem preko 15 podtipova
receptora koji modluliraju i podeSavaju stani¢ne odgovore na serotonin (Whitaker-Azmitia 2005,
Whitaker-Azmitia i sur. 1996). Svi tipovi receptora su prisutni u svim strukturama mozga, a
pojedine neurofizioloske procese i ponasanja regulira vise tipova receptora. Raphé nuclei prima

aferentna vlakna iz drugih dijelova mozdanog debla (substantia nigra, ventralni tegmentum),



hipotalamusa, talamusa, limbickih struktura, a i izmedu grupa serotonergic¢nih neurona dolazi do

regulacije (Frazer i Hensler 1999).

talamus

kora velikog
mozga

hipotalamus

jezgre
rafe

ledna
mozdina

Slika 1.2. Projekcije serotonergi¢nih neurona smjestenih u regiji raphé nuclei.

Slika 1.3. prikazuje serotonergi¢nu sinapsu. Serotonin, nakon sinteze u citoplazmi,
mehanizmom aktivnog transporta ulazi u vezikule na aksonskim zavrSecima serotonergic¢nih
neurona, a unutar njih se veZze na SBP (eng. serotonin-binding protein). Ispustanje serotonina u
sinapti¢ku pukotinu se dogada egzocitozom posredstvom kompleksa Ca?*- kalmodulin. Serotonin
se zatim veZe na jedan od tipova receptora i aktivira postsinapti¢ki neuron. Da bi sinapsa
pravilno funkcionirala, neurotransmiter mora imati ograniceno vremensko djelovanje unutar
sinapticke pukotine. Prekid djelovanja serotonina i povrat serotonina u presinapticki tj.
serotonergicni neuron se odvija aktivnim transportom preko serotoninskog trasnsportera (SERT)
( Holz i Fisher 1999, Kolb i Whishaw 2005, Melikian 2004). U presinaptickom neuronu serotonin

se katabolizira ili reciklira (tj. opet ulazi u vezikule). Broj transportera na pojedinom neuronu nije



stalan, nego se mijenja ovisno o aktivnosti sinapse, te tako pridonosi plasticnosti neurona

(Melikian 2004).
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presinaptickog son
neurona MAO-A
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. [
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Receptori
Postsinapticki
neuron

Slika 1.3. Shematski prikaz serotonergi¢ne sinapse.

Neki od fizioloskih procesa i ponasanja koje regulira serotonin su nociocepcija (osjet boli),
neuroendokrino izluéivanje, raspoloZenje, osje¢aj nagrade, stanje budnosti, agresija, anksioznost
i strah, procesi ucenja, seksualno ponasanje, apetit, i dr. (Frazer i Hensler 1999).

Serotonin se rano pojavljuje u prenatalnom razvoju mozga. Nakon formiranja, sertonergicni
neuroni Salju aksonske izdanke prema ciljnim neuronima gdje 5-HT sluZi kao signalna molekula
za diferencijaciju i pravilno pozicioniranje neurona unutar kore mozga i hipokampusa, te stvaraju
rane sinapse. 5-HT takoder utjeCe na neurogenezu, sazrijevanje neurona, grananje dendrita i
biosintezu drugih neuromodulatora (npr. tahikinina). Osim Sto utjeu na razvoj ostalih struktura

mozga, serotonergi¢ni neuroni autoreguliraju i svoj razvoj. Inhibicija rasta i razvoja se vrSi



negativhom povratnom spregom direktno preko receptora 5-HTis, a poticanje indirektno preko
faktora rasta S- 100B kojeg izlu€uju stanice astroglije stimulirane serotoninom. Kod ljudi se
serotogenicni neuroni pojavljuju u 5. tjednu nakon zaceca, a do 15. tjedna se organiziraju u
strukturu jezgre rafe. Koli¢ina serotonina raste u mozgu do 2.- 5. godine Zivota, a u odrasloj dobi
¢ini 50% najvece koncentracije u djetinjstvu. Sli¢an razvojni put moZzemo nadi i u mozgu Stakora:
prvi serotogenicni neuroni se pojavljuju 12. dana gestacije, a vrhunac razgranjenja se dogada 21.

dana nakon okota (Whitaker-Azmitia 2001, 2005, Whitaker-Azmitia et al. 1996).

1.2.2. Periferni serotoninski sustav

Serotonin sudjeluje u fizioloskim procesima gotovo svih organskih sustava: krvozilnog,
pluénog, gastrointestinalnog i genitourinarnog (Slika 1.4). Preko vaskularnog sustava kontrolira
krvni tlak, te ovisno o tipu receptora kojeg aktivira, poti¢e vazodilataciju ili vazokonstrikciju, te
mitozu unutar endotela i sloja glatkih miSi¢a (Berger i sur. 2009, Watts i sur. 2009). Takoder igra
vaznu ulogu u aktivaciji trombocita pri zgrusavanju krvi. Trombociti ne mogu sintetizirati
serotonin nego 5-HT sintetiziran u enterokromatofinim stanicama i otpusten u krvotok uzimaju i
akumuliraju unutar granula. 5-HT ne posreduje razli¢ite procese samo preko receptora nego se
moze i kovalentno vezati untar trombocita za GTP-aze i stimulirati agregaciju (Berger i sur. 2009,
Watts i sur. 2009). 5-HT takoder koordinira razvoj srca i djelovanje zalistaka u odraslih (Berger i
sur. 2009, Coéte i sur. 2003 ). Djelovanje serotonina u pluénom sustavu je dvojako: neposredno
putem vazokonstrikcije/vazodilatacije pojedinih Zila i posredno preko kontrole sredista za disanje
smjeStenog unutar ledne mozdine (Berger i sur. 2009 ). U gastrointestinalnom sustavu 5-HT
modulira pokretljivost tankog crijeva preko mijentericnog Zivéanog spleta, sekreciju i osjeéaj
mucnine (Berger i sur. 2009, Cote i sur. 2003). U muskom genitourinarnom sustavu regulira
sekreciju testosterona, krvni protok kroz testise, te poti¢e kontrakciju vas deferensa. Postoje
naznake da sudjeluje i u sazrijevanju spermija (Jimenez-Trejo i sur. 2007). Takoder, pokazano je
da serotonin regulira razvoj mlije¢nih Zlijezda putem autokrino-parakrine petlje (Matsuda i sur.

2004)
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Slika 1.4. Fizioloski procesi koje regulira serotonin (prema Berger i sur. 2009).

1.2.3. Povezanost srediSnjeg i perifernog serotoninskog sustava

Pri fizioloSkom pH, 5-HT je, zbog hidroksilne grupe i dusika koji sluzi kao akceptor protona,
hidrofilna molekula i kao takva ne moZe proci krvno-mozdanu barijeru. Posljedica toga je
funkcionalna odijeljenost perifernog i srediSnjeg serotoninskog sustava (Laterra i sur. 1999,
Whitaker-Azmitia 2001, 2005).

Krvno-mozdana barijera je struktura koja odjeljuje SZS od ostatka tijela i tako mu omogucava
normalnu funkciju u uravnotezenom okoliSu liSenog ionskih i hormonskih fluktuacija koje se
dogadaju u ostatku tijela. Krvno- moZzdana barijera je gradena od endotelnih stanica koje oblazu
kapilare u mozgu i nastavaka ("nozica") astrocita. Endotelne stanice kapilara u mozgu tvore
¢vrsto spojiste (eng. tight juctions) te time onemogucavaju prolaz tvari izmedu pojedinih stanica,
a astrociti predstavljaju mjesto izmjene tvari izmedu krvi i izvanstani¢ne tekué¢ine mozga (Laterra
i sur. 1999). Astrociti oblazu oko 80% endotelnih stanica mozZdanih kapilara. Krvno-moZdana
barijera ipak ne oblaZe svu povrSinu mozga- hipofizu kojoj je potreban kontakt sa krvozilnim
sustavom zbog pravilnog funkcioniranja endokrinog izlucivanja, epifizu kojoj je takoder potrebna

regulacija hormonima, i donji dio moZzdanog debla unutar kojeg se nalazi centar za povraéanje.



Mehanizam izmjene tvari preko krvno-mozdane barijere je jednostavna difuzija (kojom prelaze
male nenabijene molekule topive u mastima, plinovi, itd.) i olakSana difuzija (kojom prolaze
molekule poput glukoze, ketona, L-aminokiselina, vitamina, itd.) (Laterra i sur. 1999). Buduci da
tijekom fetalnog i ranog postnatalnog razvoja krvno-mozdana barijera nije do kraja razvijena, dva
serotoninska odjeljka "komuniciraju" i utjecu jedan na drugoga. To razdoblje traje do 2 godine
starosti kod ljudi i 20. dana kod Stakora. (Whitaker-Azmitia 2001, 2005, Whitaker-Azmitia et al.
1996)

1.3. PROMJENE SEROTONINSKE HOMEOSTAZE

1.3.1. Serotonin i poremecaji ponasanja

Buduc¢i da serotonergi¢ni neuroni projiciraju u gotovo sva podrucja mozga, poremecaji
homeostaze serotonina sudjeluju u razvoju mnogih bolesti i poremecaja ponasanja. Serotonin
uskladuje aktivnosti kao Sto su cirkadijani ritam, agresija, anksioznost, kognitivne funkcije te
modulira druge sustave neurotransmitera kao $to su dopaminski i tahikininski (Whitaker-Azmitia
i sur. 1996). Uzrok promjene djelovanja serotonina moze biti poremecaj u bilo kojem dijelu
sinapse - od smetnji u sintezi do pogreske u transportu ili razgradnji. Poopceno, lucenje
serotonina inhibira tj. umanjuje odgovor na okolisne stimulanse, dok smanjena koncentracija
serotonina dovodi do pojacanih aktivnosti (Lucki 1998).

Utvrdeno je da serotonin ima ulogu i u cirkadijanom ritmu, tj. kontroliranju ciklusa spavanja i
tjelesne temperature (Lucki 1998, Thomas i sur. 2003). Promjene u kocentraciji 5-HT ili u
aktivnosti 5-HTy, 5-HT,¢ ili 5-HT7 receptora (Frank i sur. 2002, Morrow i sur. 2008, Thomas i sur.
2003) dovode do drugacijeg obrasca spavanja.

Serotonin je dio sustava hranjenja te kontrolira koli¢inu i izbor hrane, te broj obroka
(Jimerson i sur. 1990, Lucki 1998). Povecanje koncentracije 5-HT u medijanim jezgrama
hipotalamusa dovodi do osjeéaja sitosti i prekida hranjenja, a smanjenje do pretjeranog
konzumiranja hrane (Lucki 1998). Oboljeli od anoreksije i bulimije takoder imaju promijenjenu
transmisiju serotonina u hipotalamusu (Jimerson i sur. 1990).

Reguliranje nekih primarnih nagona kao $to su anksioznost, agresija i impulzivno ponasanje
pripada serotoninskom Ziv€anom krugu. Otpustanje 5-HT-a u amigdali, hipokampusu i prednjem
dijelu korteksa posreduje odgovor na stresne situacije i uklju¢uje obrambene mehanizme (npr. u

situacijama napada predatora) (Barros Viana i sur. 2008). Isto tako se smatra da serotonin cini



neurobiolosku podlogu anksioznih reakcija kao i njihovih poremecaja (Barros Viana i sur. 2008).

Najceséa bolest promjene serotoninske homeostaze je zasigurno depresija (Jimerson i sur.
1990, Lucki 1998, Turner i sur. 2006). Veéina simptoma te bolesti je posljedica deficita
serotoninske transmisije iako sam razvoj bolesti nije jos do kraja razjasnjen (Crawley i sur. 2007,
Jimerson i sur. 1990, Lucki 1998). Depresija se lijeCi inhibitorima SERT-a i MAO, koji poveéavaju
razinu serotonina u sinaptic¢koj pukotini tijekom transmisije, te tako ublazavaju simptome bolesti
(Crawley i sur. 2007, Kolb i Whishaw 2005, Turner i sur. 2006).

U Downovom sindromu, neravnoteza u ekspresiji 21. kromosoma, izmedu ostalog utjece i na
razvoj serotonergi¢nih neurona. MorfoloSke promjene i abnormalne reakcije poput
samoozljedivanja i agresivnih istupa su simptomi izravno povezani s nepravilnim izluéivanjem

serotonina (Whitaker-Azmitia 2001).

1.3.2. Autizam

Autizam je neurorazvojni sindrom koji obuhvaca spektar simptoma (Crawley 2004, 2007b,
Crawley i sur. 2007).

Sredis$nji simptomi bolesti su abnormalna socijalna komunikacija, poremecene
komunikacijske vjestine i repetitivno ponasanje (Belzung i sur. 2005, Crawley 2004, 2007b, Moy i
Nadler 2008). Ostali neurobihevioralni simptomi ukljuc¢uju nemogucnost prepoznavanja osjecaja,
manjak mimike, smanjeno snalaZenje u drustvenim situacijama, smanjeno emocionalno
vezivanje, pretjeranu osjetljivost na taktilne i akusticne podraZaje te stereotipne pokrete (npr.
pljeskanje) (Crawley 2004, Crawley i sur. 2007, Moy i Nadler 2008 ). Ucestalost autizma u op¢oj
populaciji je 1 oboljeli na 250- 595 osoba. Bolest se najées¢e dijagnosticira u dobi od oko 2
godine Zivota (Crawley i sur. 2007, Moy i Nadler 2008 ).

Uzroci autizma jo$ nisu do kraja razjaSnjeni, ali se zna da bolest ima geneti¢cku podlogu
(Belzung i sur. 2005, Crawley 2004, Crawley i sur. 2007). Studije nasljedivanja su pokazale da
koincidencija obolijevanja od autizma kod jednojajéanih blizanaca iznosi 60- 90% (Crawley
2007b, Moy i Nadler 2008, Murcia i sur. 2005), kod dvojajéanih blizanaca do 24%, a kod brade i
sestara 1- 8% (DiCicco-Bloom i sur. 2007, Murcia i sur. 2005 ). Na genteticku podlogu ukazuje i
omjer izmedu spolova jer Cetiri puta vise muskaraca obolijeva od autizma (Crawley 2007b,
Crawley i sur. 2007). Uz razvoj autizma povezuje se veéi broj gena ¢ime se podupire teorija
multigenskog nasljedivanja (Belzung i sur. 2005, Crawley 2004, 2007b, Crawley i sur. 2007, Moy i

Nadler 2008, Murcia i sur. 2005). Nastale promjene ne moraju biti iskljuCivo rezultat mutacija i

10



ostecenja gena, vec i izmijenjenih epigenetickih procesa (Lord i sur. 2000, Moy i Nadler 2008).
Interakcija gena i okolisnih faktora mogla bi pridonijeti tolikoj raznovrsnosti simptoma izrazenih u
autizmu. Kao neki od mogucih okolisnih uzroka spominju se prenatalno izlaganje nekim
kemikalijama kao npr. talidomidu, valproi¢noj kiselini, kokainu, alkoholu ili nekim virusnim
infekcijama (DiCicco-Bloom i sur. 2007, Whitaker-Azmitia i sur. 1996).

Pretpostavlja se da u autizmu dolazi i do promjena u homeostazi neurotransmitera i
hormona. Za sada su radena istraZivanja na poremecajima oksitocina, vazopresina i serotonina
(Moy i Nadler 2008, Murcia i sur. 2005, 35 ). Poremecaji u metabolizmu tih spojeva u kombinaciji
s mutacijom u nekim drugim genima vjerojatno dovode do oSteéenja u razvoju i funkcioniranju
mozga, koja su prisutna u autizmu (Moy i Nadler 2008 ).

Nepravilan razvoj mozga i funkcioniranje neurotransmitera je vidljivo i u patoloskim
promjenama u korteksu, malom mozgu, hipokampusu i amigdali (Crawley i sur. 2007, DiCicco-
Bloom i sur. 2007, Lord i sur. 2000), a ucestali su i abnormalni nalazi na stani¢noj razini (npr.
smanjen broj Purkinijevih stanica u malom mozgu) (DiCicco-Bloom i sur. 2007, Lord i sur. 2000).
Naravno, navedene promjene dovode i do oslabljenih funkcija tih dijelova mozga i promijenjenih

Ziv€anih puteva (DiCicco-Bloom i sur. 2007).

1.3.3. Hiperserotoninemija

Hiperserotoninemija ili poviSena koncentracija 5-HT u krvi, jedan je od najucestalijih
fizioloskih simptoma autisticnog poremedaja koji se javlja u 30-50% oboljelih (Cook, Leventhal
1996, Hranilovic i sur. 2009, McNamara i sur. 2007). S druge strane, kod autisti¢nih osoba uocena
je smanjena moguénost sinteze serotonina u mozgu (Chugani 1999). Dok kod odraslih
organizama serotonin ne prelazi krvno- mozdanu barijeru (Whitaker-Azmitia 2001, 2005), u
mozgu koji se razvija (kod Covjeka do 2. godine, kod Stakora do 20. PND) serotonin mozZe
slobodno cirkulirati izmedu odjeljaka. Smatra se da bi poviSena kocentracija 5-HT koji krvlju s
periferije dospijeva u mozak mogla negativnom povratnom spregom inhibirati razvoj terminalnih
krajeva serotonergi¢nih neurona (Anderson et al. 1990, Whitaker-Azmitia 2001), smanijiti sintezu
serotonina i tako dovesti do raznih poremecaja u funkcioniranju sustava reguliranih
serotoninom, koji se mogu uociti kod autisticnih osoba (Whitaker-Azmitia 2001). Kao mogudi
uzroci hiperserotoninemije spominju se povecana sinteza ili smanjena razgradnja 5-HT u
perifernom odjeljku, promijenjeno otpustanje iz enterokromafinih stanica, povecani unos u

trombocite ili smanjeno otpustanje iz trombocita (Anderson i sur. 1990, Cook i Leventhal 1996,
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Hranilovic i sur. 2009).

1.4. INHIBITORI MONOAMIN OKSIDAZA

lzozimi MAO-A i MAO-B, koji su smjesteni na vanjskoj membrani mitohondrija Ziv€anih i
perifernih stanica, kataliziraju oksidativhu deaminaciju — nuzan korak u katabolizmu egzogenih
amina i monoaminskih neurotransmitera, ukljucujuci serotonin (Billett 2004). lako izozimi imaju
razli¢it afinitet za supstrat pri normalnim fizioloSkim uvjetima (MAO-A radije oksidira serotonin i
norepinefrin, MAO-B radije oksidira feniletilamin, dok tiramin i dopamin predstavljaju supstrate
za oba izozima), oba mogu katabolizirati iste spojeve i svaki je u mogucnosti preuzeti funkciju
jednog od oblika enzima kojem je funkcija ugusena farmakoloSkom inhibicijom. U skladu s tim,
objavljeni ucinci na metabolizam 5-HT kod Stakora su bili viSe naglaseni nakon inhibicije obje
izoforme, nego nakon inhibitora samo MAO-A (Celada i Artigas 1993)

Tranilcipromin je ciklopropilamin strukturalno nevezan za hidrazine, a prvi put je sintetiziran
1948. godine kao analog amfetamina (Slika 1.5). Djeluje kao ireverzibilni inhibitor MAO-A i MAO-
B koji inhibira oksidaciju 5-HT, noradrenalina i dopamina. Inhibicija tih enzima takoder dovodi do
povisene razine amina u mozgu poput tiramina, triptamina, B-feniletilamina (PEA) i oktopamina,
koji se nazivaju aminima u tragovima (engl. trace amines) zbog njihove niske koncentracije u
mozgu, usporedujuci ju s norepinefrinom, dopaminom i 5-HT (Slika 1.6). Kod Stakora, znacajni
ucinci TCP-a na metabolizam 5-HT u mozgu i periferiji su izmjereni kao smanjenje aktivnosti
MAO-A, kao povecanje koncentracije 5-HT i kao smanjenje razine 5-HIAA. Gore navedeni udinci
su dobiveni u odraslih Stakora nakon akutne ili kroni¢ne intraperitonalne primjene TCP-a
koristeéi doze od 0.5 mg/kg do 15 mg/kg. Hiperaktivnost je uocena pri dozama visim od 20
mg/kg, dok je serotoninski sindrom primijeen tek nakon kombiniranja TCP-a s drugim

agonistima 5-HT.
NH,

Slika 1.5. Struktura tranilcipromina
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Slika 1.6. 3d struktura ljudskog MAO-B u kompleksu s tranilciprominom (po strukuri 2XFU s

www.pdb.org)
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2. CIL] ISTRAZIVAN]A
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Ovaj rad dio je sveobuhvatnije studije utjecaja povisene koncentracije serotonina u doba
perinatalnog razvoja mozga na funkciju serotonina u srediSnjem odjeljku u odrasloj dobi, na
modelu Stakora. U tu svrhu Stakori su tretirani inhibitorom monoamin oksidaze (MAOI) -
tranilciprominom (TCP), u doba intenzivnog razvoja 5- HT neurona: od 13. embrionalnog do 21.
postnatalnog dana.

Cilj ovog diplomskog rada bio je utvrditi postoje li promjene u emocionalnom, socijalnom i
kognitivnom ponasanju odraslih stakora perinatalno tretiranih s 2 mg/kg TCP-a, u odnosu na
kontrolnu skupinu Stakora tretiranu fizioloSkom otopinom.

Razina lokomotorne aktivnosti i reakcija na opetovani zvuéni podraZaj testirane su u
otvorenom polju (eng. open field), stupanj anksioznosti i eksploratorno ponasanje na ploci s
rupama (eng. hole board), socijalna anksioznost ispitivana je pomocu testa socijalnog izbora
(eng. social choice), a sposobnost ucenja i kognitivna rigidnost u T- labirintu (eng. T- maze).
Pretpostavili smo da bi znacajna odstupanja u nekom od navedenih ponasanja mogla ukazivati

na trajne poremecaje u serotonergi¢noj transmisiji u Stakora perinatalno tretiranih TCP-om.
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3. MATERIJALI I METODE
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3.1. MATERIJALI

3.1.1. Zivotinje

U istrazivanju je koristeno 43 Stakora soja Wistar. 16 Stakora (8 muZjaka i 8 Zenki) je
perinatalno tretirano s 2 mg/kg TCP-a, a 27 Stakora (13 muZjaka i 14 Zenki) s fizioloSkom
otopinom (jednakim volumenom, u istom periodu i na isti nacin). 3-5 jedinki Stakora istog spola
je bilo smjesteno u kavezima, uz slobodan pristup hrani i vodi (osim u razdoblju kognitivhog
testiranja), u prostoriji kontrolirane temperature (22+ 22 C) i svjetlosnim ciklusima od po 12h

(svjetlo se palilo u 09.00h, a gasilo u 21h).

3.1.2. Aparatura

& T- labirint (Slika 3.1) je jednostavan labirint oblika slova T, napravljen od drva obojanog
crnom bojom. Veli¢ina srediSnjeg kraka je 85cm x 7,8cm x 6¢cm, a postranih krakova 37cm
x 7,8cm x 6cm. Na kraju oba kraka je bio oznacen dio (dugacak 10cm) u koji se stavljala

hrana.

Slika 3.1. T- labirint
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& Aparat otvoreno polje (Slika 3.2) je prozirna kutija od pleksiglasa velicine 56cm x 56cm x
44cm s drvenom plo€om na dnu na kojoj su oznacena 4x 4 polja veli¢ine 13,8cm x
13,8cm.

& Ploca s rupama (Slika 3.3) je prozirna kutija, napravljena od pleksiglasa veli¢ine 56cm x
56cm x 44cm. Na dnu se nalazi ploa sa 16 ravnomjerno postavljenih rupa (4x 4)

promjera 3,8cm. Rupe su bile fiktivno podijeljene na rubne (12 rupa uz stijenke kutije) i

centralne (4 rupe u srediSnjem dijelu aparature).

Slika 3.2. Aparat otvoreno polje
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Slika 3.3. Aparat ploca s rupama

& Testni kavez za socijalni izbor (Slika 3.4) je sastavljen od tri medusobno spojena dijela.
Dva postrana dijela, dimenzija 41,5cm x 21,5cm x 30cm, sadrze Zi¢ani odjeljak u koji se
moze smijestiti Zivi ili neZivi objekt namijenjen istraZivanju. Zicana pregrada dopusta
vizualno, auditorno, olfaktornuo i ograni¢eno taktilno istraZivanje inicirano od strane
testiranog Stakora (Crawley 2004, 2007b). Sredisnji dio u koji se stavlja testirani Stakor je

takoder veli¢ine 41,5cm x 21,5cm x 30cm.
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Slika 3.4. Kavez za test socijalni izbor

3.2. TESTOVI PONASANJA

Obje skupine Stakora su bile podvrgnute bateriji testova istim redoslijedom: ucenje i
kognitivna rigidnost, lokomotorna aktivnost, anksioznost i ekploratorno ponasanje, socijalni
izbor i reakcija na opetovano izlaganje uznemiruju¢em zvu¢nom podrazaju.

Svi testovi su se izvodili u periodu izmedu 12h i 18h u sobi sa stalnom temperaturom i
umjerenim osvjetljenjem. Ponasanja su biljezila dva neovisna promatraca te su na kraju
izracunate srednje vrijednosti njihovih rezultata. Nakon svakog testiranog Stakora aparatura je

oprana antiseptikom i vodom.

3.2.1. Ucenje i kognitivna rigidnost

Ucenje i kognitivna rigidnost ispitivani su u T- labirintu. Test je podijeljen u dva dijela: ucenje,
u kojem Stakor nauci u kojem se kraku nalazi nagrada (kondenzirano mlijeko) i obrat pri kojem
Zivotinja treba naucditi da se nagrada nalazi u suprotnom kraku (Crawley 2004, 2007b). 24h prije
testiranja Stakore smo liSili hrane, tako da budu motivirani za uéenje (Schwarting i Borta 2005).
Tijekom vremenskog perioda u kojem se provodilo testiranje Stakori su imali pristup hrani jedan

sat dnevno. Prvi pokusaj smo nazvali "nulti", njime smo odredili prirodni odabir Stakora jedne
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strane te smo u sljedeéim pokusajima nagradu stavljali na suprotnu stranu. Test se izvodio jedan
put dnevno, a sastojao se od 10 pokusaja u trajanju od 60 sec. Stakori su usvojili prostornu
poziciju hrane u trenutku kada su od 10 pokusaja imali 8 toénih (Crawley 2004, 2007b). Tocan
odabir se ra¢unao kada bi Stakor presao s dvije prednje Sape u krajnji dio kraka i kusao hranu.
Neuspjeli pokusaj se biljeZio kada bi Stakor otiSao na suprotni krak, a postojala je i kategorija
izostanka kada Stakor ne bi doSao niti do jednog kraja labirinta. Nakon nauéenog polozaja,
mijenjala se pozicija hrane te je slijedila inverzija uc¢enja. Novi poloZaj se smatrao usvojenim u
trenutku kada je ostvareno 8/10 uspjesnih pokusaja. BiljeZio se broj pokusaja potrebnih da se
usvoji pocetna pozicija hrane te broj pokusaja za inverznu poziciju hrane. lzmedu pokusaja istog

Stakora T- labirint se brisao vlaznim maramicama.

3.2.2. Lokomotorna aktivnost

Lokomotorna aktivnost se istrazivala u otvorenom polju, a obuhvadala je horizontalnu
aktivnost (mjerenu kao broj prelazaka izmedu oznacenih polja) i vertikalnu aktivnost (mjerenu
kao broj propinjanja). Svaki Stakor je stavljen u donji desni kut i njegovo ponasanje se biljezilo
tijekom 5 minuta. Prelazak u novo polje biljeZio se kada bi Stakor s obje prednje Sape presao istu
crtu, a propinjanje kada prednje Sape ne dodiruju podnu plocu, a tijelo je uspravno. Broj

prelazaka i propinjanja se odredivao ru¢nim hemocitometrima.

3.2.3. Anksioznost i eksploratorno ponasanje

Anksioznost i eksploratorna aktivnost su odredivane na ploci s rupama u koje su Stakori
gurali njuske. Ukupan broj istraZenih rupa odrazavao je eksploratornu aktivnost, a omjer broja
posjeéenih unutarnjih i vanjskih rupa razinu anksioznosti. "Ubod" se biljezio kada je Stakor
uronio do iznad razine ociju u rupu. Svaki Stakor je postavljen na sredinu ploée s rupama te se

tijekom 5 min. biljeZio broj uboda te polozaj istrazenih rupa.

3.2.4. Socijalni izbor

Test socijalni izbor podijeljen je u tri dijela: 1. period habituacije, 2. period izbora izmedu
istraZivanja nezivog predmeta i Stakora i 3. period izbora izmedu ve¢ istrazene i nove jedinke
Stakora.

Prvih 5 min Stakor se stavio u kavez na habituaciju, a biljezila se latencija do prvog prelaska u

drugi kavez, broj prelazaka i broj propinjanja. Prelazak se biljeZio kad je Stakor s obje prednje
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noge preSao u susjedni odjeljak kaveza za testiranje. Navedeni parametri pokazivali su
lokomotornu aktivnost i razinu anksioznosti ispitivane Zivotinje. Nakon perioda habituacije u
jedan postrani odjeljak se stavio Stakor s kojim testirani Stakor nije ranije imao kontakta, a u
drugi postrani odjeljak nepoznati predmet (crvena bocica). Tijekom 10 min se mjerila latencija
do prvog kontakta s predmetom ili Stakorom te vrijeme provedeno istazujuci predmet ili Stakora.
U zadnjem dijelu testa se predmet zamijenio s drugim nepoznatim Stakorom te su se izmjerile
iste aktivnosti kao i u drugom dijelu pokusa (Crawley 2004, Crawley i sur. 2007). Stakori koji su
koriSteni kao objekti istrazivanja su bili istog spola kao i testni Stakori te su prije pokusa na 10
min bili navikavani na boravak u Zicanom odjeljku kako ne bi remetili tijek pokusa (Crawley i sur.

2007). Parametri su se mjerili ruénim hemocitometrima i zapornim satovima.

3.2.5. Reakcija na uznemirujuci zvucni podrazaj

Reakcija na uznemirujuéi zvucni podrazaj je ispitivana u aparatu otvoreno polje. Njime smo
ispitali odgovor Zivotinja na opetovani glasni zvuk visoke frekvencije. Zvuk smo proizveli
puhanjem u pistaljku za pse koja ima raspon 18- 22 kHz, u trajanju od 3s, Sto odgovara frekvenciji
i trajanju prirodnog alarmnog glasanja Stakora (ono traje 300- 2000 ms) (W&hr i sur. 2005).

Pokus se sastojao od dva dijela. U prvom dijelu smo stavili Zivotinju u otvoreno polje na 5
minutnu habituaciju, tijekom koje su se ¢uli samo bijeli Sumovi (Kahne i sur. 2002). BiljeZili su se
prelasci , propinjanja i latencija do prvog prelaska kako bi se ustvrdila normalna pokretljivost i
razina anksioznosti Zivotinje. Tijekom drugog dijela pokusa smo zvuéno stimulirali Zivotinju 10
puta tijekom 5 min u pravilnim razmacima i biljezili broj reakcija smrzavanja (engl. freezing),

kojom Stakori reagiraju na opasnost.

3.3. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Podatke smo analizirali u programu GraphPad InStat 3.01. Za odredivanje pravilnosti
distribucije upotrijebili smo Kolmogorov—Smirnov test. Parametre koji su imali pravilnu
distribuciju smo usporedili Studentovim t-testom, a one koji nisu neparametrijskim Mann-
Whitney U testom. U testu ucenje i kognitivna rigidnost smo upotrijebili Friedmanov test uz

Dunnovu post- hoc analizu.

U tablicnom prikazu koristila se srednja vrijednost + standardna devijacija (M = SD), a u

grafickom srednja vrijednost + standardna pogreska (M * SEM). Znacdajnost rezultata je
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prihvacena kod p < 0,05. U rezultatima nekih pokusa smo iskljucili jedinke Ciji su rezultati

odstupali od prosjecne vrijednosti viSe od dvije standardne devijacije.
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4. REZULTATI



4.1. UCENJE I KOGNITIVNA RIGIDNOST

Ucenje i kognitivna rigidnost ispitivani su u T- labirintu (Tablica 4.1.). Prvi dio testa odnosio
se na vrijeme potrebno da Stakori nauce u kojem kraku T- labirinta se nalazi nagrada. Broj to¢nih
pokusaja u obje skupine se poveéavao s vremenom, $to je vidljivo u porastu to¢nih pokusaja u
odnosu na dane. U procesu ucenja nije pronadena znacajna razlika izmedu eksperimentalne i
kontrolne skupine (Slika 4.1.a). U drugom dijelu testa Stakori su trebali nauciti da se nagrada
nalazi u suprotnom kraku. | ovdje se s vremenom povecavao broj to¢nih pokusaja u obje skupine,
a kod eksperimentalne skupine je uocen znacajno veci broj toénih pokusaja tijekom prvog dana

(U'=57,50, p= 0,0315) (Slika 4.1.b).

Tablica 4.1. Tocan broj pokusaja pronalaska nagrade u T labirintu

Tretman
FizioloSka otopina TCP

Dani ucenja (N=10) (N=7)

1. 3,2+2,82 50+2,94

2. 7,0+2,63 7,28 +3,35

3. 9,1+1,91 9,71+£0,49
Dani inverzije

1. 43+2,11 7,14+£2,19 *

2. 8,8+1,62 8,57 £2,94

3. 9,9+0,32 9,43+1,51

M + SD; * p < 0,05 Mann- Whitney test
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Slika 4.1. A) Dinamika ucenja poloZaja nagrade u T-labirintu Stakora tretiranih fizioloSkom
otopinom (N= 10) i TCP-om (N=7). Rezultati su prikazani kao M * SEM; B) Dinamika ucenja
inverznog polozaja nagrade u T-labirintu Stakora tretiranih fizioloSkom otopinom (N=10) i TCP-

om (N=7). Rezultati su prikazani kao M + SEM. * p< 0,05, Mann- Whitney test
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4.2. LOKOMOTORNA AKTIVNOST

Lokomotorna aktivnost Stakora mjerena je u otvorenom polju tijekom 5 min, pri ¢emu se
biljezila horizontalna i vertikalna aktivnost (Tablica 4.2.).

Nije uocena znacajna razlika u horizontalnoj aktivnosti izmedu skupina (t= 0,198; df= 41; p=
0,844 (Slika 4.2.), a ni vertikalna aktivnost se nije znacajno razlikovala izmedu skupina (t=0,382;

df= 41, p=0,752)

Tablica 4.2. Parametri lokomotorne aktivnosti Stakora

Tretman
FizioloSka otopina TCP
(N=27) (N=16)
Broj prelazaka 40,70 £ 19,91 42,13 + 27,03
Broj propinjanja 19,26 £ 10,61 18,06 £ 13,91

M £ SD

60+

O Fizioloska otopina

O Tcp

Horizontalno Vertikalno

Slika 4.2. Horizontalna lokomotorna aktivnost (mjerena kao broj prelazaka u susjedno polje) i
vertikalna lokomotorna aktivnost (mjerena kao broj propinjanja) Stakora tretiranih fizioloSkom

otopinom (N=27) i TCP-om (N=16). Rezultati su prikazani kao M + SEM.
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4.3. ANKSIOZNOST I EKSPLORATORNO PONASANJE

Anksioznost i eksploratorna aktivnost mjerene su tijekom 5 minuta na ploéi s rupama
(Tablica 4.3.). Stakori tretirani TCP-om posjetili su indikativno ve¢i broj vanjskih rupa i znacajno
vedi broj unutarnjih rupa (U'=336,00, p= 0,0026) nego Stakori tretirani fizioloSkom otopinom
(Slika 4.3), Sto ukazuje na povecano eksploratorno ponasanje. Znacajno veéa vrijednost omjera
posjecivanja unutarnjih i vanjskih rupa kod Stakora tretiranih TCP-om (U'=290,00, ) ukazuje na
smanjenu anksioznost Stakora iz eksperimentalne skupine u odnosu na kontrolne Stakore (Slika

4.4.).

Tablica 4.3. Parametri anksioznosti i eksploratornog ponasanja

Grupa
FizioloSka otopina TCP
(N=27) (N=15)
Broj vanjskih uboda 11,78+ 5,74 15,4+ 9,126
Broj unutarnjih uboda 0,71+1,20 3,19+ 3,53 **
Omjer unutarnjih i vanjskih uboda 0,08+ 0,17 0,24+ 0,27 #

M £ SD; ** p< 0,01 ; # p< 0,05, Mann- Whitney test
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Slika 4.3. Stupanj eksploratornog ponasanja Stakora tretiranih fizioloSkom otopinom (N= 27) i
TCP-om (N= 15), izmjeren kao broj ubadanja njuske u untarnje i vanjske rupe. Rezultati su

pokazani kao M + SEM. ** p< 0,01, Mann-Whitney test
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Slika 4.4. Stupanj anksioznosti Stakora tretiranih fizioloSkom otopinom (N= 27) i TCP-om (N= 15),
izmjeren kao omjer ubadanja njuske u untarnje i vanjske rupe. Rezultati su pokazani kao M *

SEM. * p < 0,05, Mann-Whitney test

4.4. SOCIJALNI IZBOR

Socijalno ponasanje Stakora mjereno je testom socijalnog izbora (Tablica 4.4). U prvom dijelu
eksperimenta Stakor je mogao birati izmedu neZivog objekta i Zivog, nepoznatog Stakora.
Zivotinje iz skupine tretirane TCP-om provodile su ukupno vi$e vremena u istraZivanju (t= 3,553,
df= 41, p= 0,0014), Sto opet ukazuje na povecanu eksploratornu aktivnost (Slika 4.5). Skupine se
nisu razlikovale u vremenu provedenom u istrazivanju nezivog objekta, ali su Stakori tretirani
TCP-om znacajno vise vremena provodili u istrazivanju Zivog objekta (t= 2,373, df= 41, p=
0,0224), sto ukazuje na smanjenu socijalnu anksioznost. U drugom dijelu pokusa - izboru izmedu
neistrazenog i istrazenog Stakora, skupine se nisu znacajno razlikovale niti u jednom mjerenom
parametru, iako je skupina tretirana TCP-om ponovo pokazala tendenciju ka povecanoj

eksploratornosti i smanjenoj anksioznosti (Slika 4.6).
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Tablica 4.4. Parametri socijalnog ponasanja Stakora

Tretman
FizioloSka otopina TCP
(N=27) (N=16)

Vrijeme provedeno sa S 93,48 + 31,06 117,63 +34,20 *
Vrijeme provedeno s P 23,82 +9,17 24,31 +11,14
Vrijeme provedeno sa Si P 114,42 + 23,80 145,13 £ 33,12 **
Vrijeme provedeno sa S1 24,61 +17,22 26,87 £ 14,99
Vrijeme provedeno sa S2 37,73 £ 18,33 48,93 + 38,01
Vrijeme provedeno sa $1iS2 63,25 + 27,94 81,31 + 41,02

M % SD; * p < 0,05, Studentov t- test; p < 0,01, Studentov t- test; S — $takor, P — predmet, S1 —

istrazena jedinka $takora, S2 — nova jedinka $takora

200"

*%

[ Fiziolodka otopina

150- = Tcp *

100+

vrijeme

507

ukupno predmet Stakor

Slika 4.5. Socijalna anksioznost Stakora tretiranih fizioloSkom otopinom (N = 27) i TCP-om (N =

16), mjerena kao vrijeme provedeno u istraZivanju Zivog ili neZivog objekta te kao ukupno
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vrijeme provedeno u istrazivanju. Rezultati su prikazani kao M = SEM. * p< 0,05, Studentov t-

test ** p<0,01, Studentov t-test

100"

[ Fizioloska otopina
] TcP

ukupno stari Stakor novi Stakor

Slika 4.6. Socijalna anksioznost Stakora tretiranih fizioloSkom otopinom (N = 27) i TCP-om (N =
16), mjerena kao vrijeme provedeno u istraZivanju starog ili novog Stakora te ukupnog vremena

provedenog u istraZzivanju Stakora. Rezultati su prikazani kao M + SEM.

4.5. REAKCIJA NA OPETOVANI ZVUCNI PODRAZA]

Na zvucni podrazaj, koji oznacava opasnost, obje skupine Stakora reagirale su smrzavanjem
(engl. freezing). Broj navedenih reakcija tijekom 10 zvucnih signala oznacavao je stupanj
anksioznosti, a bio je znacajno manji kod eksperimentalne (3,00 + 2,39) nego kod kontrolne (5,74

+ 3,62) skupine (U'=266,00, p= 0.0199) (Slika 4.7).
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broj reakcija

FizioloSka otopina TCP
Slika 4.7. Broj reakcija nakon uznemirujuéeg zvucnog podrazaja kod Stakora tretiranih

fizioloSkom otopinom (N = 23) i TCP-om (N = 16). Rezultati su prikazani kao M + SEM. * p < 0,05,

Studentov t-test
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5. RASPRAVA



Perinatalnim tretmanom inhibitorom monoamin oksidaze, tranilciprominom, htjeli smo
inducirati hiperserotoninemiju inhibicijom katabolizma 5-HT tijekom najintenzivnije faze razvoja
serotonergicnih neurona (od 13. gestacijskog dana do 21 postnatalnog dana). Tijekom tog
razdoblja krvno-mozdana barijera jo$ uvijek nije do kraja formirana, pa serotoninski odjeljci nisu
u potpunosti razdvojeni, te je moguc prelazak serotonina iz jednog odjeljka u drugi. Bududi da je
pokazano kako periferna primjena TCP-a inhibira MAO i u periferiji i u mozgu, tesko je razlikovati
izravne ucnike TCP-a na mozak i indirektne ucinke TCP-a zbog hiperserotonimije. U svakom
slu¢aju, mozgovi Stakora koristenih kao eksperimentalna grupa u pokusu bili su izlozeni
poviSenim razinama 5-HT tijekom razvoja. Za potrebe ovog istraZzivanja, doza TCP-a koju smo
koristili je bila 2 mg/kg, za koju se, prema literaturnim podacima, ocekivalo da ¢e uspjesno

blokirati veéinu degradacije 5-HT.

Cilj istrazivanja je bio vidjeti je li izloZzenost povisenim koncentracijama serotonina tijekom
perinatalnog razvoja ostavila posljedice u kognitivnom, emocionalnom i socijalnom ponasanju
odraslih jedinki, Sto bi ukazivalo na trajne promjene u srediSnjem odjeljku 5-HT. Naime, odabrali
smo aspekte ponasanja koji su regulirani serotoninom ili koji predstavljaju endofenotipove
autizma. Endofenotip je mijerljivi simptom nekog poremecdaja koji se moze proucavati na
animalnom modelu te predstavlja odlicno orude za istrazivanje bioloSke podloge razlicitih

poremecaja ponasanja (Gould i Gottesman 2006).

Testom ucenje i kognitivna rigidnost smo ispitivali opée kognitivne sposobnosti Stakora kao i
moguce stereotipno ponasanje tj. nemogucénost obrata naucenog (Crawley i sur. 2007, Tanimura
i sur. 2008). lako do sada nije pronadena izravna veza izmedu poremecaja serotoninskog sustava
i promjena u kognitivnim funkcijama, Crawley (2004, 2007) navodi kognitivnu rigidnost kao jedan
od glavnih simptoma autizma. Cilj testa je bio utvrditi koliko brzo Stakor nauci pocetni polozaj
nagrade, te hoce li i koliko brzo usvojiti promijenjeno mjesto nagrade. Jedina znacajna razlika
izmedu skupina je pronadena tijekom prvog dana inverzije, dok tijekom ostalih dana nije
pronadena nikakva znacajna razlika. Takvi rezultati su pomalo iznenadujuéi s obzirom na to da
nije bilo stereotipnog ponasanja nemoguénosti obrata naucenog; StoviSe, grupa tretirana TCP-

om brze je naucila novu lokaciju nagrade.
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Testom lokomotorne aktivnosti se ispituje opca aktivnost Stakora, kao i nepravilnosti poput
hiperaktivnosti ili slabe pokretljivosti (Barros Viana i sur. 2008, Crawley 2007a, Pandaranandakaa
i sur. 2009). Budu¢i da vecina testova ukljucuje kretanje Stakora kroz neki prostor, testirali smo
njihovu opcéu pokretljivost i aktivnost. To smo ucinili kako bismo mogli utvrditi jesu li dobiveni
rezultati u drugim testovima posljedica izmijenjenog ponasanja ili izmijenjene pokretljivosti
Stakora. Dobiveni rezultati pokazuju da nema razlike izmedu kontrolne skupine i skupine

tretirane TCP-om.

Usmjereno eksploratorno ponasanje te razinu anksioznosti Stakora u nepoznatom okolisu
smo testirali na ploci s rupama (Brown i Nemes 2008, Moy i sur. 2008). Grupa tretirana TCP-om
je istrazila znacajno vedi ukupni broj rupa te znacajno veci broj unutarnjih rupa od kontrolne
skupine, Sto je najvjerojatnije posljedica smanjene anksioznosti i poveéanog eksploratornog
ponasanja. Takoder, omjer broja unutarnjih i vanjskih rupa koje su Stakori istrazili ukazuje na
znacajano smanjenje anksioznosti kod Stakora tretiranih TCP-om. Unutarnje rupe Stakorima
predstavljuju otvoreni, nezasti¢eni prostor, pa boravak u njemu inducira stres (Brown i Nemes
2008). Anksiozniji Stakori izbjegavaju otvorene prostore (tzv. tigmotaksija), te sukladno tome i

manje posjecuju unutarnje rupe.

Pokus socijalni izbor testira odabir socijalne interakcije nad istrazivanjem nezZivog objekta te
preferenciju za nove jedinke nad veé¢ poznatima (Belzung i sur. 2005, Crawley 2004, 2007b).
Stakori tretirani TCP-om su opéenito proveli vie vremena u istrazivanju. Takoder, to se povec¢ano
istrazivanje odnosilo na Stakora, a ne na objekt, sto je i dovelo do znacajno veéeg omijera
provedenog vremena sa Stakorom naspram predmeta, nego kod kontrolnih Stakora. To ukazuje
na povecani interes za socijalnim kontaktom. U drugom dijelu pokusa se istrazivala Zelja za novim
socijalnim kontaktom nasuprot onim s ve¢ poznatim Stakorom (Crawley 2004, 2007b). U tom
dijelu nismo uodili statisticke znacajne razlike iako je omjer vremena provedenog s novim
Stakorom i vremena provedenog s vec istrazenim Stakorom opet bio veéi u eksperimentalnoj,

nego u kontrolnoj skupini.

Testiranjem reakcije na stresni zvucni podrazaj takoder smo pokusali utvrditi razinu

anksioznosti. Stakori imaju dobro razvijen sluh i koriste ultrazvuk kao sredstvo komunikacije.
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Unutar tog raspona, odredena frekvencija i trajanje (ovisno o dobi Stakora) prenose razlicite
poruke (Brudzynski 2001, Ricceri i sur. 2007, Wo6hr i sur. 2005). Za zvucni podrazaj smo izabrali
frekvenciju izmedu 18- 32 kHz jer njome S$takori upozoravaju druge Stakore na prisutnost
opasnosti ili neugodnih podrazaja. Ta frekvencija inducira urodena obrambena ponasanja, kao
$to su smrzavanje (engl. freezing) ili bjezanje (Brudzynski 2001, Nicolas i sur. 2007, Wohr i sur.
2005). Uocili smo znacajnu razliku izmedu skupina u pokazivanju reakcije smrzavanja: Stakori
tretirani TCP-om znacajno su manje pokazivali reakciju smrzavanja od kontrolne skupine $to
ukazuje ili na nejednaku sposobnost percepcije zvuka ili na smanjenu anksioznost
eksperimentalne grupe. Naime, promjene u serotoninskom sustavu, osim na razinu anksioznosti,
utje€u i na procesiranje zvuka u odrasloj dobi (Kahne i sur. 2002), a hiperosjetljivost na zvucne

podrazaje je jedan od popratnih endofenotipova autizma (Crawley 2004, 2007).

U Stakora tretitanih TCP-om utvrdena je smanjena razina anskioznosti, povecana Zelja za
socijalnim kontaktom i povecano eksploratorno ponasanje. Ovakvo ponasanje, premda se ne
uklapa u autisti¢ni endofenotip, odgovara ponasanju Stakora nakon akutnog tretmana lijekovima
koji smanjuju razinu serotonergi¢ne transmisije (Borsini i sur. 2002; Kshama i sur. 1990). S
obzirom da su, kasnije provedena, neurokemijska mjerenja pokazala poveéanu razgradnju te
smanjenu sintezu i koncentraciju serotonina u mozgu Stakora tretiranih TCP-om, moZemo
pretpostaviti da je opaZeno ponasanje rezultat smanjene serotoninske funkcije nastale kao
kompenzacija poviSenim koncentracijama serotonina u mozgu tijekom tretmana. Druga
mogucnost je da je opazeno ponasanje rezultat pojacane dopaminergicne aktivnosti. Dopamin je
osnovni regulator motivacije za djelovanje prema okolini, a TCP je tijekom tretmana inhibirao i
njegovu razgradnju te je mogao uzrokovati i trajne kompenzatorne promjene u dopaminergi¢noj

transmisiji.
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6. ZAKLJUCAK



1. 16 Stakora perinatalno tretiranih s 2 mg/kg TCP-a i 27 Stakora perinatalno tretiranih
fizioloSkom otopinom podvrgnuto je u odrasloj dobi bateriji testova koji ispituju

kognitivno, emotivno i socijalno ponasanje.

2. Skupina Stakora tretiranih TCP-om je, u odnosu na skupinu kontrolnih Stakora, pokazala
smanjenu razinu anksioznosti i kognitivne rigidnosti te poveéanu razinu eksploratornog

ponasanja i socijabilnosti, dok se razina lokomotornog gibanja nije razlikovala.

3. OpaZene promjene u ponaSanju ukazuju na smanjenje serotoninske funkcije u
srediSnjem odjeljku, nastale kao trajna posljedica izloZenosti mozga Stakora poviSenim
konc. serotonina tijekom perinatalnog razvoja, uz moguce dopaminom posredovane

promjene i u motivaciji.
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