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1. UvOD

1.1. POVIJESNI PREGLED PROUCAVANJA VIDNOG SUSTAVA

ProuCavanje vidnog sustava kao modela u istrazivanju neuronskih krugova i
procesuiranja informacija u mozgu nosi iste prednosti kao i prouCavanje bilo kojeg
osjetnog sustava: unos (engl. input) u sustav je poznat i moguce ga je kontrolirati, a
odgovor (engl. output) sustava moze se o itati kao aktivnost pojedinih stanica ili kao
promjena ponasSanja na razini cijelog organizma. Kao i kod ostalih osjetnih sustava, tok
informacije u vidnom sustavu usmjeren je iz okoline prema senzoru osjetljivom na taj tip
informacije. Strukturu svakog osjetnog sustava mozemo podijeliti u osnovne gradivne
jedinice koje ukljucuju:

(1) receptorski organ koji prikuplja odredeni vid energije iz okoliSa i pretvara ju u

elektrokemijsku energiju (u slucaju vidnog sustava sloZzena mreza neurona prisutna je

ve¢ na ovoj razini — razini mreznice),

(2) zivac koji prenosi te informacije do mozga,

(3) neuronske krugove u mozgu odgovorne za procesiranje prikupljenih informacija i

pokretanje efektorskih sustava.
Proucavanjem fizikalnih struktura bilo kojeg osjetnog sustava mozemo doci do zakljuCaka
kako taj sustav i njegove komponente funkcioniraju. Taj pristup je maksimalno iskoriSten
na razini senzora osjetnih sustava gdje je Cisti fizikalni pristup bio plodonosan u
rasvjetljivanju osnova ranih optiCkih dogadaja u procesu vida. Prije nego dode do
mreznice, svjetlo mora proCi kroz opticke dijelove oka koji su postavljeni tako da
usmjeravaju svjetlost iz okruzenja na mrezu receptora koji su smjesteni u mreznici. Glavni
optiCki dijelovi oka su zjenica koja utjeCe na koli€inu svjetla koje biva propusteno u
unutradnjost oka i le¢a koja usmjerava propusteno svjetlo na straznji dio oka. Svaka od
ovih struktura utjeCe na jedan od dva glavna parametra vida koji moraju ostati prilagodljivi
uvjetima u okoliSu, a to su jarkost slike i fokus slike.
U najranijim pokuSajima objasnjenja vida, veclina teorija smatrala je da je leca oka
fotoosijetljivi dio oka. Tek u sedamnaestom stolje¢u znanstveno obrazloZenje optike oka i
nastanka slike predlozio je Johannes Kepler (1604) koji je ustvrdio kako je mreznica
senzorni dio oka i tako ju postavio u srediste istrazivanja vidnog sustava za nadolazeca
stolje¢a (Wade & Finger, 2001).

Najraniji uvid u anatomska svojstva mreznice dao je Schultze (1866) koji je opisao dva
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razliCita tipa fotoreceptora. Vise o stani¢noj arhitekturi bilo je jasno iz rada Cajala koji je
upotrijebio Golgievu tehniku bojanja stanica. On je i opisao tijek informacije od
fotoreceptora kroz horizontalne, bipolarne i amakrine stanice sve do ganglijskih stanica
mreznice, koje svojim aksonima Cine opticki zivac (Cajal, 1892). Proucavanje vida ubrzo
je doseglo i subkortikalnu (npr. Brouwer & Zeeman, 1926), a potom i kortikalnu razinu (npr.
Munk, 1881), uglavhom temeljem istrazivanja na Zzivotinjama, ali i na ljudima zrtvama

ratnih stradanja i ozljeda.

1.2. MIS KAO PREDMET ISTRAZIVANJA NEUROZNANOSTI VIDNOG SUSTAVA

Nakon iscrpnog istraZivanja vidnog sustava macke, naglo je poraslo zanimanje za
vidni sustav miSa. Ispitivanje vidnog sustava kod, kako je tradicionalno smatrano, ne-
vizualne nokturalne Zzivotinje, €ini se krajnje neintuitivnim. Medutim, treba spomenuti kako
se miSevi pona$aju kao isklju€ivo nokturalne Zivotinje u uvjetima neograni¢ene (ad libitum)
dostupnosti hrane, uvjetima kakvi vladaju u laboratoriju. MiSevi se mogu ponasati diuralno
uslijed nedostatka hrane ili zbog opasnosti od predatora (Hut et al., 2011), a sli¢no
ponasanije je zabiljezeno i kod drugih primarno noénih glodavaca (Gattermann et al., 2008;
Levy et al., 2007). Prilikom navigacije u prostoru, miSevi se primarno oslanjaju na vizualne
tragove u okoliSu, prema tome ne mogu se jednostavno odbaciti kao ne-vizualne Zivotinje
(G. Chen et al., 2013). Oko miSa karakterizira velika roznica i le¢a koje mogu zauzeti i do
60 % oka (Remtulla, 1985) Sto je karakteristika nocnih zZivotinja. Medutim, miSje oko je
atapetalno, tj. nedostaje mu reflektivni sloj tapetum lucidum koji je uobi¢ajen za nocne
zivotinje (Kispert & Gossler, 2004).

Kod istrazivanja vidnog sustava na bilo kojem subjektu, ostrina vida koju posjeduje
istrazivani model je jedno od svojstava koje nuzno mora biti poznato. OStrina vida je
sposobnost razlucivanja dvaju pojedinosti, nazivamo ju jos i ostrinom razlu€ivanja. OStrinu
razlu€ivanja izrazavamo kao broj naizmjenicnih crnih i bijelih paralelnih crta jednake Sirine
u jednom kutnom stupnju koje ispitanik doZivljava kao zasebne crte (broj ponavljanja po
kutnom stupnju — engl. cycle per degree, CPD). OStrina vida kod miSa odredena je
teoretski (kombinacijom opti¢kih svojstava oka i gusto¢e ganglijskih stanica) gdje je gornja
vrijednost postavllena na 1.3 CPD (Remtulla, 1985), a potom procijenjena iz
optokinetickog refleksa (~0.4 - 0.52 CPD) (Prusky et al., 2004; Abdeljalil et al., 2005) ili
koriStenjem bihevioralnog zadatka koji je ispitivao vidnu diskriminaciju (Gianfranceschi et
al., 1999; Prusky et al., 2000a) s gornjom granicom od ~0.4 - 0.5 CPD. Neka istrazivanja
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predlazu da je oStrina vida kod miSeva plasticno svojstvo koje se moze poboljSati
upraznjavanjem tzv. obogacivanjem okoliSa u ranoj dobi miSa (Prusky et al., 2000Db).
Provedene su i brojne detaljne studije drugih vidnih sposobnosti miSa kao $to su npr.
prepoznavanje obrazaca (Hyde & Denenberg, 1999), diskriminacija svjetline (Balkema et

al., 1983) kao i opcenita ispitivanja ostrine vida (Brown & Wong, 2007).

1.2.1. Prednosti koriStenja miSa kao modela u istraZivanjima vidnog sustava

Lakoc¢a i raznolikost dostupnih genetskih manipulacija dale su miSu ogromnu
prednost u neuroznanosti vidnog sustava. MiS§ kao model istraZzivanja omogucava
manipulaciju samo odredenih pod-populacija Ziv€anih stanica tako da je omogucéeno
mijenjanje njihove aktivnosti ili ih je moguce lako prikazati (vizualizirati) drugim metodama.
Dva glavna pristupa u ostvarenju ovih ciljeva su:

(1) genetska manipulacija somatskih stanica koja koristi in-utero elektroporaciju ili
viralne konstrukte kako bi dostavila Zeljene gene u odredeni tip stanica. Ovakav
pristup je mogu¢ i kod ostalih animalnih modela, primjerice Stakora. Najucestalija
primjena, kod miSeva, lezi u vizualizaciji stani¢nih linija i njihove morfologije
koriStenjem histokemijskih obiljezivata kao Sto su primjerice alkalna fosfataza (AP)
(Badea & Nathans, 2004) i zeleni fluorescentni protein GFP (Moriyoshi et al., 1996),
te vizualizacija njihove aktivnost primjenom fluorescentnih indikatora iona kalcija
kao sto je GCaMP (T.W. Chen et al., 2013). Novije razvijeni neuronski obiljezivadi
su neurotropni virusi koji se krecu trans-neuronalno poput herpes virusa (Ekstrand
et al., 2008) ili virusa bjesnoce (Kelly & Strick, 2000; Marshel et al., 2010).

(2) genetske manipulacije zametnih stanica koje se usredotoCuju na dostavljanje
transgenih DNA konstrukta ili bakterijskih umjetnih kromosoma (BAC) (Heintz,
2001) koji su osmisljeni tako da se reporterski gen dostavlja pod promotorom koji je
specifiCan samo za odredeni tip stanice. Reporterski gen omogucava da se
transgene linije jednostavno detektiraju a najucestaliji, medu ostalima, su B-
galaktozidaza i zeleni fluorescentni protein. Takvi transgeni produkti se injektiraju u
oplodenu jajnu stanicu, a uspjeSnost zahvata je lako prepoznati koristeci
standardne metode molekularne biologije poput lanane reakcije polimerazom
(polymerase chain reaction - PCR).

Druga skupina genetskih manipulacija zametnih stanica ukljuCuje genetsku

rekombinaciju DNA konstrukta s ciljanim slijedom DNA putem homologne

3



rekombinacije embrionskih mati¢nih stanica. Takva rekombinacija moze ukljucivati
promjenu domacinskih stanica ubacivanjem reporterskin gena (knock-in) ili
brisanjem ciljanih gena (knock-out), ¢ak i kombinaciju navedenoga. Razvijanjem
Crel/loxP rekombinacijskog sustava ovaj pristup je dospio korak dalje: umetanjem
loxP sliieda oko cillanog DNA slijeda moguce je izvesti Cre-posredovano
izrezivanje, integraciju, translokaciju i inverziju dva DNA slijeda, a navedeni procesi
mogu se kontrolirati u vremenu i u prostoru (Kuhn & Torres, 2002). Medu ostalim, u
odredenu populaciju Ziv€anih stanica mogu se dostaviti i kanalni-rodopsini osjetljivi
na svjetlost (Arenkiel et al., 2007). Ove moguénosti demonstriraju raznolikost
dostupnih i lako izvedenih transgenih linija kao i raznolikost genetskin metoda koje
mogu biti prilagodene individualnim interesima istrazivaa, a koje su, barem za

sada, u najvecoj mjeri dostupne samo kod miSa kao modela istrazivanja.

1.2.2. Osnovni anatomski pregled retinotalamokortikalnog puta kod misa

1.2.2.1. Obradivanje informacija u perifernom vidnom sustavu

Nakon prolaska kroz optiCke dijelove oka, fotoni se sudaraju s fotoreceptorima
mreznice, strukturama koje viSe nisu optiCko nego Ziv€ano tkivo. Vidna informacija biva
prenesena tako da susjedne tocke u vidnom polju odgovaraju susjednim toCkama na
mreznici. Takva organizacija se naziva retinotopija i jedno je od glavnih svojstava vidnog
sustava kako €ovjeka tako i miSa. Za pregled vidi Hubener, 2003.

MreZnica se sastoji iz tri sloja. Najdublje je smjeSten sloj mreZnice u kojem se nalaze
fotoreceptori, drugi je sloj bipolarnih stanica, a treéi ganglijskih stanica. U prvom sloju
razlikujemo dva tipa fotoreceptora: $tapiée i cunjiée. Cunji¢i mogu biti aktivirani svjetlosti
nm), srednjeg (530 nm) ili kratkog (420 nm) dijela spektra dok se Stapi¢i mogu aktivirati

Sirokim rasponom valnih duljina §to im onemoguc¢ava raspoznavanje boja (Dacey, 2000).

2006). U mreznici miSa Stapici su zastupljeniji od ¢unjica u omjeru 20:1 (Drager & Olsen,
1980), a prosje€na gustoca Cunji¢a ista je kao i kod majmuna makakija (Jeon et al., 1998).
MreZnica miSa ne posjeduje srediSnju jamicu - fovea centralis (podrucje koje je najbogatije
fotoreceptorima u sredistu Zute pjege - macula lutea) ali, poput drugih ne-fovealnih
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zivotinja, vrhunac u brojnosti ganglijskih stanica mreznice nalazi se u srediSnjem dijelu
mreznice - area centrals (Drager & Olsen, 1980).

Nakon aktivacije fotoreceptora, dolazi do procesa transdukcije (Stryer, 1986). Transdukcija
uzrokuje depolarizaciju fotoreceptora (-40 mV) koji postaje hiperpolariziran (-65 mV) i koji
uslijed te promjene smanjuje otpustanje glutamata. To izravno utje€e na iduci tip stanica u
mreznici, na bipolarne stanice smjestene u drugom sloju. U¢inak glutamata na bipolarne
stanice je dvojak, a odreden je tipom receptora koji se nalazi na bipolarnim stanicama. U
skladu sa svojstvom retinotopije, svaka bipolarna stanica prima podrazaje od fotoreceptora
smijestenih u to€no odredenom dijelu mreznice. Tako dio vidnog polja koji baca svjetlo na
odredeni dio fotoreceptora na mreznici, predstavlja receptivno polje tog fotoreceptora.
Fotoreceptori koji €ine sinapse s bipolarnom stanicom ¢ine receptivno polje te bipolarne
stanice. Isti princip vrijedi u bilo kojem dijelu vidnog puta, a jedno od svojstava receptivnog
polja je da ono posjeduje srediste i antagonistiCku okolinu. Tako bipolarne stanice mogu
biti stanice s “on”- ili “off’-sredistem. Smanjeno otpustanje glutamata od strane
fotoreceptora kod dva tipa bipolarnih stanica uzrokuje dva opreCna dogadaja gdje “on’-

stanice postaju depolarizirane dok “off’- stanice postaju hiperpoarizirane (Purves, 2004).

Bipolarne stanice Cine sinapse s ganglijskim stanicama mreznice (retinalne ganglijske
stanice - RGS), jedinim tipom stanica u mreznici koje mogu dati akcijske potencijale, sve
promjene membranskog potencijala do ganglijskih stanica bile su stupnjevite $to odgovara
receptorskim potencijalima Prva istrazivanja u ganglijskim stanicama mreznice kod
sisavaca proveo je Stephen Kuffler (1953). Ovisno o bipolarnim stanicama koje im
prethode, ganglijske stanice takoder mogu imati “on”- ili “off’-srediSte. Ova dva tipa
ganglijskih stanica prisutna su u istom omjeru, ali se njihova receptivna polja preklapaju
tako da je ista toCka u vidnom polju detektirana putem nekoliko ganglijskih stanica svakog
tipa. UtiSavanje stanica s “on”- srediStem onemogucéava sposobnost percepcije podrazaja
svjetlijih od pozadine na kojoj se nalaze. To je zato Sto ,on“ stanice reagiraju na porast a
,Off stanice na smanjenje intenziteta svjetlosti (Schiller et al., 1986).

Obrada informacija u mreznici nije iskljuivo pravocrtna, postoje lateralne veze putem
vodoravnih i amakrinih stanica. Oba tipa otpustaju inhibitorne neurotransmitere na
stupnjevit nacin (Leicester & Stone, 1967; Gallego 1971; Wassle, 2004).

Svaki tip stanica mreznice takoder ima i brojne podtipove stanica. Kod primata ukupni broj

razli€itih stanica u mreznici se krece oko 80 (Dacey, 2000).



Ganglijske stanice mreznice svojim aksonima Cine optiCki zZivac koji vodi do razli€itih
jezgara i centara u mozgu. Najmanje 70% ganglijskih stanica mreznice miSa projicira u
jezgru smjestenu u srednjem mozgu, gornje kulikule ili colliculi superiores (CS) (Hofbauer
& Drager, 1985), gdje kontroliraju refleksne pokrete odciju, glave i vrata. Drugi dio
ganglijskih stanica mreznice projicira u suprahijazmatsku jezgru - nucleus
suprachiasmaticus (NSC) hipotalamusa gdje utjeCu na cirkadijalni ritam (Provencio et al.
1998; Hofbauer & Drager 1985) dok samo mali dio njih projicira u nucleus geniculatus
lateralis dorsalis — dorzalnui lateralni genikulatni nukleus (jezgru) (dLGN). To je jedna od
razlika, usporedujuci s vidnim sustavom Covjeka i drugih viSih vizualnih Zivotinje, gdje
vecina ganglijskih stanica mreznice projiciraju genikulatno. S obzirom na istrazivanja
provedena kod Stakora, pretpostavlja se kako se i kod miSa udio ganglijskih stanica koje
projiciraju genikulatno krece oko 30% (Dreher et al., 1985). lako te stanice €ine manijinu, u
opisu retinokortikalnog puta koji vodi preko genikulatnog nukleusa, u idu¢em odlomku ce

biti detaljnije opisan upravo dLGN.

1.2.2.2. Genikulokortikalni put vidnog sustava

Kod karnivora i primata dLGN je slojevita struktura u talamusu koja se sastoji iz
magnocelularnih slojeva (dva ventralna sloja), parvocelularnih slojeva (Cetiri dorzalna
sloja) i koniocelularnih slojeva (smjestenih izmedu prethodno navedenih slojeva). Svojstva
dLGN neurona su desetlje¢Cima detaljno prou€¢avana (Hubel & Wiesel, 1961; Wiesel &
Hubel, 1966; Merigan & Manusell, 1993). Medutim, dLGN miSa nije laminarno organiziran
(Paxinos & Franklin, 2004) i stanice miSjeg dLGN pokazuju veliku funkcionalnu
homogenost (Grubb & Thompson, 2003) §to nije slu¢aj kod gLGNa visih vizualnih Zivotinja.
lako vecina literaturnih navoda kaze kako su u dLGN receptivna polja tipi€na, poput onih u
ganglijskih stanica mreznice (“on/off’-sredidte), skoriji radovi upucuju na prisutnost
kompleksnih svojstava kao $to su orijentacija i selektivhost smjera podrazaja, a koja su
obi¢no zastupljena u korteksu (Piscopo et al. 2013). RazliCiti slojevi dLGN-a projiciraju u
razliCite populacije kortikalnih neurona primarnog vidnog korteksa. Medutim, LGN nije
samo puko mjesto prespajanja putova koji vode od mreznice do primarnog vidnog
korteksa, LGN takoder prima i povratne informacije od korteksa (Cudeiro & Sillito, 2006).
Genikulokortikalna vlakna mahom zavrSavaju u sloju IV primarnog vidnog korteksa i do

neke mjere u 11,V i VI (Caviness, 1980; Constantinople & Bruno, 2013).



1.2.2.3. Kortikalno procesiranje informacija - primarni vidni korteks

Primarni vidni korteks miSa (V1) je struktura nacinjena od Sest slojeva (Caviness,
1975; Wang & Burkhalter, 2007) poput korteksa svih sisavaca koji su do sada proucavani.
Lokalna neuronska mreza i organizacija vidnog korteksa iscrpno je istrazivana u
elektrofizioloSkim studijama koje su omogucile ispitivanje neuronskih odgovora na
prezentirane vidne podrazaje kod budnih zivotinja. Receptivna polja neurona u primarnom
vidnom korteksu su drugacija od onih koje je Kuffler opisao u dLGN i ganglijskim
stanicama mreznice: obi¢na toCka svjetla ne moze izazvati odgovor kod neurona vidnog
korteksa. Hubel i Wiesel (1978) su doveli do otkrica neurona osjetljivih na orijentaciju
podrazaja. Misji vidni korteks razlikuje se od onog kod primata u tome Sto vecéina neurona
misjeg V1 nije osjetljiva na orijentaciju podrazaja i takvi ,neosjetljivi neuroni su uglavnom
smijesteni u IV sloju (Wagor et al., 1980; Mangini & Pearlman, 1980). Broj neurona koji
jesu osjetljivi na orijentaciju podrazaja kreCe se od 34%-43% gdje 50% tih neurona ima
jednostavna ili kompleksna receptivna polja (Drager, 1975). Misji V1 takoder se razlikuje
od vidnog korteksa primata u tome $to ne posjeduje kolumnarnu organizaciju. Uz sve te
razlike, brojne studije su pokazale kako neuroni misjeg V1 posjeduju ista svojstva kao ona
kod viSih vizualnih Zivotinja (Drager, 1975; Wagor et al., 1980; Niell & Stryker, 2008; Gao et
al., 2010; Huberman & Niell, 2011), Sto je Cinjenica koja je dodatno ucvrstila ulogu misa u

neuroznanosti vidnog sustava.

1.3. PREGLED PROUCAVANJA PONASANJA U NEUROZNANOSTI VIDNOG SUSTAVA
MISA

Kako je etologija postajala sve interdisciplinarnija i zastuplienija u raznim
znanstvenim disciplinama (Marler, 2005), prou€avanje ponasanja je bivalo sve viSe i viSe
zastupljeno i u istraZivanju mozga. Kombinacijom psihofizike s drugim metodama,
posebice s teorijom detekcije signala (Green & Swets, 1966), pracenje ponasanja postalo
je nacin mjerenja osjetne percepcije i svojstava osjetnog sustava. Ubrzo su osmisljeni
brojni bihevioralni zadaci u svrhu ispitivanja vizualnih svojstava Zivotinjskih modela u
vizualnoj neuroznanosti. Neki od osmisljenih zadataka su zahtijevali aktivhu uklju¢enost
zivotinje, ili u slu€aju ranih elektrofiziolodkih eksperimenata, uspavane ili budne Zivotinje su
pasivno promatrale predstavljene podrazaje. Kod onih zadataka koji su iziskivali aktivho

ponasanje, s obzirom na broj podrazaja i broj mogucih odgovora na podrazaj razlikujemo
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tri osnovne kategorije bihevioralnih zadataka.

(1) “kreni-stani” (eng. go-nogo) dizajn gdje je Zivotinji predstavljen jedan podrazaj i
od Zivotinje se oCekuje jedan odgovor;

(2) “da-ne” metoda gdje na jedan prezentirani podrazaj Zivotinja moze dati dva
razliCita odgovora,

(3) “metoda prisiljenog izbora” gdje na dva predstavljena podrazaja Zivotinja moze

dati dva odgovora, detaljniji pregled prema Carandini & Churchland, 2013.

Prva aparatura namijenjena ispitivanju vidnog sustava kod miSeva datira iz 1907. god.
(Yerkes) i osmiSljena je kako bi ispitala diskriminaciju izmedu crnih i bijelih podrazaja kod
miSeva. MiSevi su mogli birati hoce li uc¢i u kutiju obojenu bijelom ili crnom bojom. Jedna
boja je bila nagradivana, a druga kaznjavana blagim elektricnim Sokom. Ista diskriminacija
crnih i bijelih podrazaja testirana je u T-labirintu s kracima labirinta obojenim crnom ili
bijelom bojom (Wimer & Weller, 1965). Sli€no tome, labirint s Sest krakova je upotrijebljen
kako bi se procijenila diskriminacija kontrasta jarkosti kod miSeva (Balkema, 1983) dok je
vidna oS$trina bila mjerena raznim studijama (Prusky et al., 2000a; Prusky et al., 2004;
Gianfranceschi et al., 1999; Abdeljalil et al., 2005).

1.3.1. Virtualna stvarnost kao platforma za ispitivanje ponasanja vodenog osjetom vida

Zivotinje koje se aktivno kreéu u okolidu dozivljavaju prirodniju interakciji s njihovim
okruZenjem, medutim, u uvjetima slobodnog kretanja je tesSko izvesti osjetljiva mjerenja.
Slobodno kretanje Zivotinje takoder umanjuje i kontrolu podrazaja koji se prezentira
zivotinji. Neke studije su prevladale taj problem ugradivanjem aparature u odredenu regiju
mozga Zzivotinje, primjerice elektroda (Zornetzer 1970; Lin et al. 2006), optiCkih vlakana
(Ung & Arenkiel 2012) ili kombinaciju navedenoga (Siegle et al. 2011; Anikeeva et al.
2011). | uz ove iznimno sloZene procedure, problem nedovoljne kontrole prezentiranog
podrazaja i dalje preostaje. Drugo moguce rjeSenje je onemogucavanje kretanja zivotinje
Sto se najuspjeSnije postize imobilizacijom i fiksacijom zivotinje za aparaturu putem
metalne plo€ice na glavi. Takav postupak imobilizacije naruSava slobodnu interakciju
zivotinje s okolisem $to je vazna komponenta kod studija osjetnog sustava. Kompromis
izmedu fiksiranja zivotinje u svrhu snimanja te omogucavanja zivotinji interakciju s
okoliSem, postize se koriStenjem okruzZenja virtualne stvarnosti (OVS), pregled dostupan

prema Carandini & Churchland 2013. Dokaz da miSevi percipiraju OVS kao njihovo
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okruZenje a ne samo kao slozeni vidni podrazaj dolaze iz studija hipokampusa gdje je
zabiliezeno kako je vidna informacija sama dostatna za pobudivanje stanica koje
odgovaraju na odredeno mijesto u okoliSu — tzv. stanice mjesta (engl. place cells)
hipokampusa (G. Chen et al. 2013; Harvey et al. 2009), ali kako jedna studija pokazuje
(Ravassard et al. 2013) u manjoj mjeri nego $to se to dogadaju stvarnom okruzenju.

U okruzenju virtualne stvarnosti zivotinja moze izvesti brojna ponavljanja bihevioralnog
zadatka tokom samo jedne seanse uvjezbavanja. Mnogostruka ponavljanja zadatka
stabiliziraju ponaSanje Sto je nuzno u ispravnom tumacenju osjetnih mogucnosti i procesa
donoSenja odluka, kao i za otkrivanje suptilnijih razlika u ponasanju. Isprva se mislilo kako
su samo primati sposobni percipirati 2-D projekcije na monitoru kao 3-D prostor koji sadrZi
vizualne vodilje za navigaciju (za pregled i daljnju literaturu: Holscher 2003). Kako se
ispostavilo, aparatura tih ranih pokusaja nije bila prilagodena onome $to je poznato o oku i
vidu glodavaca, a to su slaba ostrina vida, niska razlucivost, te veliko vidno polje. Nakon
prilagodbe tim saznanjima, pristigli su dokazi kako su Stakori sposobni koristiti okruzenje
virtualne stvarnosti za navigaciju (HOIscher et al. 2005). Prva istrazivanja budnih Zivotinja
koje su bile fiksirane za aparaturu uklju€ivala su jednostavne bihevioralne zadatke ili
pasivno promatranje podrazaja (Andermann et al. 2010; Dombeck et al. 2007). Nasuprot
ranim istrazivanjima na uspavanim zivotinjama, ispitivanje budnih Zivotinja koje aktivno
sudjeluju u zadatku za vrijeme koristenja metoda visoke prostorne i vremenske razlucivosti
postaje zastitni znak moderne neuroznanosti vidnog sustava. Jedan od tih pristupa
ukljuCuje kombinaciju ponasanja vodenog osjetom vida s ultraosjetljivim senzorima kalcija

koji mogu otkriti pojedinacne akcijske potencijale u neuronu (T.-W. Chen et al. 2013).

1.4. CILJ RADA

Cilj ovog rada je osmisliti bihevioralni zadatak koji bi omogucio uspostavljanje novog i
dugoro€no stabilnog obrasca ponaSanja vizualne diskriminacije miseva, u relativho
kratkom vremenskom periodu. Ovako dizajniran bihevioralni zadatak bi se mogao koristiti
u kombinaciji s kroni€nim snimanjima razine kalcija, optogenetikom ili elektrofizioloSkim
eksperimentima, $to bi na stani¢noj razini i na razini ponasanja omogudilo procjenu
vizualnih sposobnosti, ispitivanje vizualne pozornosti te u€enja u primarnom vidnom

korteksu misa ili drugim kortikalnim podrucjima.



2. MATERIJALI | METODE

Svi zahvati na Zivotinjama izvedeni su u skladu s eti¢kim smjernicama i protokolima
prema UK Home Office i Animal (Scientific Procedures) aktom (1986) na Odjelu
neuroznanosti, fiziologije i farmakologije University College London, London, Ujedinjeno
Kraljevstvo. U eksperimentu je koriSteno pet muzjaka C56BL/6 laboratorijskog miSa koji su
eksprimirali osjetljivi kalcijski senzor - GCaMP6 (Chen et al., 2013) i kojima su kirursKi
implantirani kranijalni prozori te metalne plocice (Holtmaat et al., 2009). Buduci da je tema
ovog diplomskog rada uspostavljanje novog stabilnog obrasca ponasanja, same kirurSke
procedure koje su prethodile bihevioralnom treningu nece biti detaljnije opisane.

Za vrijeme cijelog bihevioralnog treninga primarni vidni korteks miSa (V1) bio je promatran
koristenjem dvo-fotonskog mikroskopa. Slobodno kretanje Zivotinje u aparaturi bilo je
ograni¢eno na nacin da su Zivotinje bile fiksirane za metalne Sipke putem ugradenih
metalnih ploCica na glavi zivotinje. Kako bi se Zivotinjama omogucilo kretanje, ispod
zivotinje smijesten je cilindar za tr€anje (Slika 1). Ispred Zivotinje su bila smjeStena dva
monitora koja su dostavljala vidne podraZaje koje je Zivotinja trebala razlikovati. Zadatak
Zivotinja bio je da prijave prisutnost podrazaja A - uspravne reSetke koja je povezana s
nagradom, a da podrazaj B - nakoSene reSetke ignoriraju. Potvrdu o prisutnosti uspravnih
reSetki zivotinja je davala tako da je jezikom dodirivala cijev koja donosi nagradu, a koja je
na svojoj drugoj strani bila povezana s osjetljivim piezoelektricnim senzorom.
Piezoelektriéni senzor je pod mehanickim pritiskom pomicanja cijevi proizvodio naponske
pulseve — piezo signale koji su bili neprekidno ocitavani, njihova prisutnost smatrana je

prijavom prisutnosti uspravne reSetke od strane zivotinje.

Slika 1. Shematski prikaz eksperimentalne aparature. Zivotinji je bilo omoguéeno kretanje
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po cilindru za tr€anje - a, Cija se rotacija ocCitavala optiCkim miSem i prenosila na kretanje
virtualne scene. Zivotinja je bila fiksirana za dvije cijevi putem metalne plogice koja je
implantirana na glavi i koja je pricvrS¢ena na Celicne Sipke -b. Ispred Zivotinje smjeStena
su dva monitora -c, tako da pokrivaju veliki dio vidnog polja Zivotinje. Monitori su koristeni
za prezentaciju vidnih podrazaja koje je Zivotinja trebala razlikovati. Ispred Zivotinje je
smjestena cijev -d koja je dostavljala nagradu u slu€aju to¢nog prepoznavanja od strane
Zivotinje. Ista cijev koriStena je i za detekciju odgovora zZivotinje tako da je bila povezana s
piezoelektricnim senzorom koji je uslijed dodirivanja cijevi jezikom odavao naponske

pulsove.

2.1. OSMISLJAVANJE | PODESAVANJE PARAMETARA BIHEVIORALNOG ZADATKA

Bihevioralni zadatak koga su Zzivotinje trebale savladati bio je dizajniran koristeci
okruZenje virtualne stvarnosti za Ciji je razvoj koristen Unity3D program (Unity
Technologies, San Francisco, SAD). Virtualna stvarnost bila je predstavijena Zivotinji
putem dva Dell 22” monitora (P2210, Round Rock, Texas, SAD). Monitori su bili orijentirani
tako da su pokrivali veliki dio vidnog polja miSa (~ 90 stupnjeva). Zadatak je osmisljen tako
da se Zivotinja prividno krece kroz beskonacno dug virtualni hodnik na Cijim zidovima su
bili predstavljeni podrazaji na koje je Zivotinja trebala reagirati (Slika 2). Kretanje Zivotinje u
stvarnosti odgovaralo je kretanju Zivotinje u virtualnoj stvarnosti: tr€anje po povrsini cilindra
preneseno je u kretanje zivotinje kroz virtualni hodnik. Pod i strop virtualnog hodnika su bili
nepromjenjivi tijekom prolaska Zivotinje kroz virtualni hodnik, a promjena vizualne scene
ovisila je o podrazaju koji je bio prikazan na zidu tog hodnika (Slika 3). Podrazaji koriSteni

na zidu virtualnog hodnika bili su:

(1) Tekstura pristupnog hodnika: tekstura nacinjena od nasumicno rasporedenih crnih i
bijelih krugova nasuprot sive pozadine. Ova tekstura je koriStena kao pristupni
hodnik koji je vodio do jednog od dva podrazaja koje je Zzivotinja trebala
diskriminirati.

(2) Podrazaj A: uspravna reSetka nacinjena iz naizmjenicnih crnih i bijelih precki.

(3) Podrazaj B: nakoSena reSetka nacinjena iz naizmjenicnih bijelih i crnih precki pod

kutom od 40 stupnjeva.

11



s
ST

Slika 2. Vidni podrazaiji koji su bili predstavljeni zivotinji na zidu virtualnog hodnika:
1) tekstura pristupnog hodnika; 2) vertikalna reSetka koja Cini podrazaj A; 3)

nakosena reSetka koja Cini podrazaj B.

Slika 3. Virtualna scena predoCena Zivotinji za vrijeme kada se Zivotinja nalazila u:

pristupnom hodniku (PH), uspravnim (A) ili nakoSenim (B) reSetkama.
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Tri navedene teksture bile su kombinirane na dva mogucéa nacina, €ineci tako dvije razliite
probe samog bihevioralnog zadatka:

1) nagradivana proba koja se sastojala od teksture pristupnog hodnika i uspravne reSetke
(podrazaj A)

(2) nenagradivana proba koja se sastojala od pristupnog hodnika i nakoSene reSetke
(podrazaj B).

Zivotinja je trebala reagirati na prisutnost vertikalne reSetke koja je bila povezana s
nagradom, dok je trebala ignorirati prisutnost nakoSene resSetke. Na pocCetku svake probe,
Zivotinja je zadatak zapocinjala s nasumic¢no odredene toCke izmedu dvije fiksne podesive
toCke u pristupnom hodniku (Slika 4). Kada je Zivotinja dosegla kraj tog hodnika, virtualna
scena predstavljena zivotinji se promijenila i Zzivotinji je bila predoCena reSetka s
vertikalnim (podrazaj A) ili nakoSenim preCkama (podrazaj B). Vjerojatnost nastupanja
svakog tipa probe poslije pristupnog hodnika je bila podesiva, dok je sam slijed probi bio
nasumican. Kada je Zivotinja zaSla u dio virtualnog hodnika s podruc¢jem uspravne reSetke,
na kraju nagradne zone je zaprimila nagradu u obliku kapi 10% vodene otopine sojinog
mlijeka (SMA Wysoy, SMA Nutrition, Berks, UK). Pocletak i kraj zone unutar uspravne
reSetke u kojoj je nagrada bila dostupna je bio podesiv, a sama zona se nije vidno
razlikovala od ostatka vertikalne reSetke. Medutim, ako je Zivotinja ranije prepoznala
preCke reSetke kao uspravne, nagrada je uslijedila ranije od toCke automatske dodijele
nagrade, a najranije na poCetku nagradne zone. Prepoznavanje od strane Zzivotinje znacilo
je ocCitu demonstraciju iS¢ekivanja nagrade koje se ocitalo u dodirivanju cijevi koja donosi
nagradu jezikom $to je bilo zabiljezeno putem osjetljivog piezo senzora koji se nalazio na
drugoj strani cijevi. Ako se Zivotinja nalazila u hodniku s reSetkom s nakoSenim preCkama
(podrazaj B) nije dobila nagradu ni u kojem slu€aju. Nakon izlaska iz podrucja
predstavljanja bilo koje vidne reSetke, Zivotinja je vracena na pocetak pristupnog hodnika

na ponovno nasumic¢no odabranu startnu tocku.
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Slika 4. Shematski prikaz osmisljenog zadatka. Nakon pristupnog hodnika Zivotinja je usla
u hodnik koji je mogao sadrzavati uspravnu ili nakoSenu reSetku. Ako je Zivotinji bila
predstavljena vertikalna reSetka, Zivotinja je mogla dobiti nagradu ili na po€etku nagradne
zone, ako je uslijedilo prepoznavanje, ili na kraju nagradne zone automatskim putem.
Omijer izmedu probi s uspravnim i nakoSenim reSetkama bio je ruéno podesiv, ali
redoslijed proba je bio nasumian. Nakon izlaska iz podrucja reSetki, Zivotinja je vracena

na nasumicno odabranu startnu toCku s koje je zapocinjala nova proba.

2.2. ODREBPIVANJE BIHEVIORALNIH PARAMETARA MJERENIH TIJEKOM ZADATKA

U svrhu procijene izvedbe Zzivotinje, dva glavna bihevioralna parametra (brzina
Zivotinje i zaprimljeni piezo signal) mjereni su tijekom cijelog uvjezbavanja Zivotinja. Kako
bi se omogucila kontrola nad svim parametrima zadatka, kao moguénost i oclitavanje
bihevioralnih parametara u realnom vremenu, razvijeno je posebno korisni¢ko sucelje u
LabView programu (National Instruments, Austin, Texas, SAD).

Kako su mjerena dva glavna bihevioralna parametra, dvije glavne grane kontrole i
detekcije Cinile su korisnic¢ko sucelje:

1) Ocitavanje brzine Zivotinje koje je za krajniji cilj imalo sparivanje kretanja Zivotinje s
kretanjem u virtualnoj stvarnosti. Tr€anje Zzivotinje je ocCitavano putem optickog
raunalnog misa (Logitech G700, Morges, Svicarska) i zabiliezeno putem
korisnickog sucelja. Okretanje cilindra uslijed kretanja Zivotinje spareno je s
kretnjom u virtualnoj stvarnosti tako da je vrijednost jedne rotacije u stvarnosti koja
iznosi 60 cm jednaka kretanju 40 cm u virtualnoj stvarnosti. Koordinate u prostoru
virtualne stvarnosti su zabiljeZene putem korisnickog sucelja kako bi se iduc¢a proba

mogla pripremiti i predstaviti zivotinji Cineci tako uvjete zatvorene petlje izmedu
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proba. To¢ne koordinate Zivotinje u virtualnoj stvarnosti koristene su i kako bi se
kontroliralo otvaranje ventila koji je propustao nagradu, Sto ¢e biti opisano u idu¢em

odjeljku.

2) Kontrola sustava za nagradivanje i oCitavanje piezo signala.
Sustav za nagradivanje sastojao se iz spremnika za mlijeko s izlazom za silikonsku
odvodnu cijev, solenoidnog ventila smjeStenog na odvodnoj cijevi koji je vodio iz
spremnika, te metalne cijevi na kraju odvodne cijevi. Ventil je otvaran putem malog
naponskog pulsa poslanog od strane korisni¢kog sucelja. Otvaranje ventila moglo je
nastupiti u dva sluCaja: (1) kad je Zivotinja dosegla kraj nagradne zone -
automatskim putem ili (2) ako je Zivotinja demonstrirala prepoznavanje podrazaja
za vrileme nagradne zone. Kako bi se sprijeCilo naponsko preopterecenje sustava,
izmedu naponskog signala i solenoidnog ventila smjesten je opto-izolator (Vishay
iId30, Malvern, PA, SAD), a da bi se snimili signali kada Zivotinja iS¢ekuje nagradu
na metalnu cijev je smjeSten piezoelektrcni senzor (MULTICOMP, Leeds,
Engleska). Dodirivanjem metalne cijevi jezikom Zivotinja stvara pritisak na
piezoelektricni senzor koji proizvodi napon koji je dalje amplificiran putem
izmjenjivog pojacivaca (Linear Technology LT1078, Milpitas, CA, SAD) i zabiljezen

od strane korisni¢kog sucelja.

378 0 ILD30 01 1
signal za otvaranje T
ventila j

cijev

ventil

18k \ Y 11078 4600 378
-_ >
} piezo signal

piezo senzor

Slika 5. Shematski prikaz koriStenih elektronickih krugova:

a) Otvaranje ventila i dostavljanje nagrade. Korisnicko sucelje odasSilie signal za
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otvaranje ventila putem naponskog pulsa koji prolazi kroz opto-izolator koji Stiti
sustav od prekomjernog napona i koji je onda dostavljen do ventila. Otvaranje
ventila dogada se samo u slu€aju proba s uspravnim reSetkama.

b) Zaprimanje signala prepoznavanja od strane Zivotinje i dostavljanje nagrade
Zivotinji. zivotinja moZze prijaviti prisutnost vertikalne reSetke bilo gdje u virtualnom
hodniku ali ako to ucini tijekom nagradne zone dolazi do otvaranja ventila koji
propusta nagradu na nacin opisan pod a). Svi signali prepoznavanja od strane
Zivotinje su zabiljezeni putem piezoelekrcnog senzora smjestenog ispod metalne
cijevi putem koje Zivotinje dobiva nagradu. Piezo signal se potom usmjerava na

pojacivac signala i potom se biljezi putem korisni¢kog sucelja.

2.3. BIHEVIORALNI TRENING

Uvjezbavanje zivotinja bilo je podijeljeno u nekoliko uzastopnih faza koje je zivotinja

morala savladati:

1) Pred-uvjezbavanje

Prije bilo kakvog bihevioralnog treninga Zivotinjama je najprije dopusteno vrijeme za
prilagodavanje na prostor laboratorija kao i na podizanje i drZzanje u ruci od strane
ispitivaca. Svim zivotinjama je bila uskra¢ena dostupnost hrane ad libitum. Gubitak tezine
je redovito nadziran te je ukupna tezina zivotinje odrzavana na najmanje 85% prvobitne
tielesne tezine odn. teZine prije uskracCivanja hrane. Period privikavanja zivotinja na
rukovanije trajao je 1-2 dana sve dok se Zivotinje nisu same bez straha uspinjale na ruku
koja im je bila ponudena te su bile mirne za vrijeme drzanja. Zivotinjama je tad
predstavljena eksperimentalna aparatura gdje su najprije zapocele s uvjezbavanje tr¢anja.
Tijekom uvjezbavanja tr€anja zivotinje su bile glavom pri€vrs¢ene za metalne Sipke kako bi
se priviknule na uvjete imobilizacije, dok je udove Zivotinja mogla slobodno pokretati po
cilindru za tr€anje. Za vrijeme uvjezbavanja tr€anja monitori su bili iskljueni, nikakav
podrazaj nije bio predstavljen Zzivotinji u ovom stadiju. Sustav za nagradivanje je bio
ukljucen, te se tako nagradivalo hodanje i tr€anje zZivotinje po cilindru, sto je zivotinja

nuzno morala savladati prije samog bihevioralnog uvjezbavanja.

2) Bihevioralno uvjezbavanje
Na pocetku prvog dana uvjezbavanja monitori su bili ukljuCeni, i po prvi puta
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zivotinjama je predstavljena virtualna stvarnost, kao i sam bihevioralni zadatak. Od tog
trenutka uvjezbavanje je nastavljeno svaki dan s prosjecnim brojem proba od 100, na
pocCetku uvjezbavanja, do 200 - 250 proba dnevno u kasnom dijelu uvjezbavanja. Razlika
u broju proba po danu uvjezbavanja prouzroCena je promjenom duZzine pristupnog hodnika
gdje se ona kretala od vrlo kratkih do vrlo dugih poteza, dok je vrijeme uvjezbavanja po
danu ostalo isto (~45 min). S uvjezbavanjem miSeva nastavilo se dok nisu dosegli visoke
postotke tocCnih izvedbi u obje probe, tj. pri postizanju postotka iznad onih vrijednosti koje

su mogle nastati uslijed slu¢ajnog odabira (> 50 %)

2.4. ANALIZA PODATAKA

Neobradeni podaci su se prikazali koriste¢i posebno napisan MatLab (The

MathWorks, Massachusetts, SAD) programski kod u obliku rasterskih grafickih prikaza.
Korisni¢ko sucelje je svim izmjerenim bihevioralnim parametrima i parametrima zadatka
dodijelilo posebni vremenski biljeg koji je koristen kako bi se svi parametri medusobno
mogli poravnati. Tako je za svaki trenutak uvjezbavanja bila poznata vizualna scena u kojoj
se zivotinja nalazila, brzina tréanja, prepoznavanje Zzivotinje u obliku piezo signala, kao i
snimka aktivnosti stanica promatranih dvo-fotonskim mikroskopom.
Zabiljezeni piezo signali koji su se podudarali s vr.emenom kada je na virtualnom hodniku
bila predstavljena uspravna reSetka smatrani su to¢nim prepoznavanjem (T) i takve probe
su se smatrale toc¢nim uspravnim probama. Ako je Zzivotinja propustila reagirati na
uspravnu reSetku proba se smatrala netoénom uspravnom probom. Ako Zivotinja nije
reagirala na nakoSenu reSetku, odgovor Zivotinje se smatrao toCnim odbacivanjem i proba
je smatrana kao to€na nakoSena proba. Medutim, ako je Zivotinja reagirala na nakoSene
reSetke, odgovor je smatran laznom uzbunom (LU) i proba se smatrala netoChom
nakoSenom probom. Za netoCne odgovore Zivotinja nije bila kaznjavana. Suzdrzavanje
zZivotinje u uvjetima kada nije trebala dati odgovor (za vrijeme nakoSene reSetke) vodeno je
jedino odlukom zivotinje da ne gubi vrijeme i energiju na nenagradivane probe. Mjera
mogucnosti raspoznavanja izmedu dva podrazaja izraCunata je putem teorije detekcije
signala (Green and Swets 1966) i izraZzena kao vrijednost d-prim (d’). D’ je predstavljen
slijede¢im matemati¢kim izrazom: d'=z(T) - z(LU). Veca vrijednost d’ oznaCava vecu
diskriminaciju zivotinje izmedu dva podrazaja.

Brzina Zivotinje izrazena kao funkcija vremena (cm/s) zabiljezena je u svakom trenutku i
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izrazena je prosje¢nom vrijednosti za svakih 200 ms za obje probe odvojeno i prikazana
grafiCki koristeCi posebno napisan MatLab programski kod. Dvije distribucije prosje¢ne
brzine potom su usporedene Mann-Whitney-Wilcoxon testom te je izraCunata p-vrijednost

koristeCi posebno napisan MatLab programski kod.
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3. REZULTATI

3.1. KRATAK PREGLED REZULTATA

Pet miSeva uvjezbano je u diskriminiranju dva vidna podrazaja u kreni-stani zadatku
(Vidi 1.3. Uvoda). Sljedeci odlomci ¢e sazeti rezultate dvaju mjerenih parametara, brzine
tr€anja i odgovora zivotinje na vizualni podrazaj odn. piezo signala. Na kraju, kao potvrda
stabilnosti ovog obrasca ponaSanja te mogucénosti njegove kombinacije s metodama
vizualizacije visoke razluCivosti, nekoliko stanica vidnog korteksa Ce biti opisano kao
primjer odgovora na vidne podrazaje.
U bihevioralnom zadatku miSevi su morali reagirati na podrazaj uspravne resetke tako da
su jezikom dodirivali metalnu cijev koja je donosila nagradu. Za vrijeme prikaza nakoSene
reSetke, miSevi su morali istu reakciju potisnuti te tako ignorirati podrazaj nakoSenih resetki
(Vidi 2.1. Materijala i metoda). Samo uvjeZbavanje je bilo podijeljeno u dva stupnja: 1)
pred-uvjezbavanje Zivotinja za vrijeme kojeg nije bio predstavljen niti jedan podrazaj i 2)
bihevioralno uvjeZbavanje koje je okarakterizirano prisutnoséu podrazaja koji su
Zivotinjama bili predstavljenih putem virtualne stvarnosti. Nakon 8 treninga svi miSevi su
savladali zadatak s razliCitom stopom ucenja gdje je izvedba Zivotinja porasla s one na
razini pogadanja (50%) na ~ 90% tocnih proba. Postotak to¢nih proba prikazuje Slika 6.
Najnizi rezultat kod uspravnih to€nih proba ostvario je mi§ 5 (~ 65%) a najnizi rezultat kod

nakosSenih to¢nih probi pokazao je mis 4 (~ 90%).

Tocne probe (%]

M uspravna resetka
m nakodena redetka

Dan uvjezbavanja[N]

Slika 6. ProsjeCan postotak to¢nih proba po pojedinaénoj seansi za vrileme prikaza
nakosenih (zeleni) i uspravnih (plavi) pravac. Postotak to¢nih pojedinaénih proba prikazan

je plavom (uspravne) i zelenom (nakoSene) reSetkom, s lijeva na desno za Misa 1-5.
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3.2. ANALIZA PIEZO SIGNALA

Piezo signali su zabiljeZzeni naponski signali nastali uslijed direktnog odgovora
Zivotinje na predstavljene podrazaje (vidi 2.2. Materijala i metoda). Rasterski prikaz
ukupnog broja zabiljeZzenih piezo signala prikazan je kao funkcija vremena poravnatog
prema pojavi vidnog podrazaja (Slike 7 - 11), gdje u vremenu 0 prestaje pristupni hodnik i
dolazi do prezentacije vidnog podrazaja (uspravne ili nako$ene resetke).

Rasterski prikaz piezo-signala
Stadij
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Slika 7. Rasterski prikaz piezo signala MiSa 1 kod uspravnih (panel a) i nako$enih

(panel b) resetki kao i postotka to€nih proba u oba slu€aja (panel c).
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Kao primjer piezo signala tijekom uvjezbavanja prikazana su 3 stadija uvjezbavanja:
rani (1. seansa), srednji (4.seansa) i kasni (7. seansa) od ukupno 8 seansi. Panel —a Slika
7 - 11 prikazuju broj zabiljeZzenih piezo signala (crne toCke) za vrijeme nagradivane probe s
uspravnom reSetkom (osjenéano podruéje). Zute tocke nakon trenutka otvaranja ventila
(prikazano crvenom toCkom) predstavljaju signale nastale uslijed uzimanja nagrade te oni

nisu uvazavani u daljnjim analizama.

Rasterski prikaz piezo-signala
Tocne probe [%]

Stadij probe s uspravnom resetkom _ probe s nakosenom resetkom oA
= 0

treninga: O-————— -

204

404

rani oo -50%

-0%
-100%

-50%

-0%
e -100%

kasni 204

30+ -50%

40+

504 [
o

-0%
uspravne nakosene

c)

4000 2000 O 2000 4000 4000 200 0 2000 400

a) Vrijeme [ms] b)

Slika 8. Rasterski prikaz piezo signala MiSa 2 kod uspravnih (panel a) i nakoSenih

(panel b) reSetki kao i postotka tonih proba u oba slu€aja (panel c).

NeosjenCano podruCje predstavlja piezo signal povezan s prethodnom probom ili

pristupnim hodnikom probe C&iji se podrazaji prikazuju. Ukupan broj zabiljezenih piezo
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signala u nenagradivanim probama prikazan je u panelu -b Slika 7 - 11. Kao i u
prethodnom slu€aju, osjenano podrucje predstavlja podrucje nakosSenih reSetki dok
neosjencano podrucje predstavlja pristupni hodnik ili podrazaj iz prethodne probe. U
analizu pona$anja Zivotinje pojedinacnih proba u obzir su uzeti samo oni piezo signali koji
su bili smjesteni u osjen¢anom podrucju (izuzev piezo signala nastalih nakon dostavljanja
nagrade, kako je gore objasnjeno). Panel —c Slika 7-11 prikazuje postotak to€nih proba u

slu¢aju oba vidna podraZaja za svaku prikazanu seansu.

Mis: 3

Rasterski prikaz piezo-signala
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Slika 9. Rasterski prikaz piezo signala MiSa 3 kod uspravnih (panel a) i nakoSenih (panel

b) reSetki kao i postotka to€nih proba u oba slu€aja (panel c).
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Rasterski prikaz piezo-signala y
Stadij probe s nakosenom resetkom 1oene probe [%]
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Slika 10. Rasterski prikaz piezo signala MiSa 4 kod uspravnih (panel a) i nakoSenih (panel
b) reSetki kao i postotka toCnih proba u oba slu€aja (panel c).

23



Rasterski prikaz piezo-signala
Stadij
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Slika 11. Rasterski prikaz piezo signala MiSa 5 kod uspravnih (panel a) i nakoSenih (panel
b) reSetki kao i postotka toCnih proba u oba slu€aja (panel c).
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Prosje€an broj piezo signala u pristupnom hodniku kroz period uvjezbavanja za sve
miSeve sazima Slika 12. Kao i kod nako$enih reSetki, nestanak odgovora Zivotinje u
slu¢aju pristupnog hodnika vodeno je jedino Zeljom Zivotinje da ustedi vrijeme i energiju,
nikakvo kaznjavanje odgovora Zzivotinje tijekom ovog hodnika nije bilo koriSteno.
Raspoznavanje pristupnog hodnika od podrucja reSetki je prvi korak raspoznavanja kod
svih miSeva. U ranoj fazi uvjezbavanja (rana faza -a i —b u Slikama 7-11) Zivotinje ne
pokazuju diskriminaciju izmedu dva podrazaja, te je piezo signal prisutan za vrijeme
trajanja bilo koje reSetke kao i za vrijeme pristupnog hodnika. To je to¢no za Misa 1,3,4.
Dok su MiSevi 2 i 5 dali slab broj piezo signala u ovoj fazi uvjezbavanja. Ovo najbolje
oslikava razli€itost medu miSevima s obzirom na to jesu li skloni u pocetku reagirati na bilo
koji podrazaj kako ne bi propustili niti jednu nagradu. U ovom slucaju radi se o privrzenosti
davanju odgovora potvrdnosti o prisutnosti uspravne reSetke, odn. o sklonosti miSa da
daje piezo signale kako ne bi propustio niti jednu nagradu $to je u slu€aju ovih miSeva
uzrokovalo velik broj laznih uzbuna (LU) i netoCnih nakoSenih proba dok je postotak
uspravnih proba bio jako visok. MiSevi 2 i 5 su pak imali veCu sklonost ne-reagirati
dodirivanjem metalne cijevi Sto je rezultiralo smanjenim ukupnim brojem piezo signala kao
i ve€im brojem netoCnih uspravnih proba, dok je postotak to¢nih nakoSenih proba bio jako
visok. Daljnjim uvjezbavanjem, tijekom srednje faze dolazi do smanjenja piezo signala za
vrijeme pristupnog hodnika za Zivotinje 1,3 i 4, dok dolazi do sveukupnog povecanja u

broju piezo signala za Zivotinje 2 i 5 koje poc€inju davati odgovor na prisutnost podrazaja.

1

0.9

Broj piezo signala [/s]

Dan uvjezbavanja[N]

Slika 12. ProsjeCna frekvencija piezo signala za n=5 miSeva (puna linija); standardna

pogreska aritmetiCke sredine (osjencano podrucja).
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Ukoliko bismo kao mjeru izvedbe Zivotinje uzimali samo postotak to¢nih proba, s obzirom
na razliCite sklonosti zivotinja na po€etku uvjezbavanja, rezultati bi mogli navoditi na lazne
i nespretne zakljuCke. To je bio razlog zaSto smo kao mjeru izvedbe Zzivotinje uzimali d'
koja je u obzir uzimala odgovor na oba tipa podrazaja (vidi 2.4. Materijala i metoda).
Vrijednost d' tijekom uvjezbavanja za svaku Zivotinju pojedinacno prikazana je Slikom 13.
Nula oznaCava podru€je na kome nema razlike u odgovoru na uspravnu i nako$enu
reSetku. Negativha vrijednost odrazava sklonost odgovora na nakoSene reSetke dok
pozitivnija d' ozna€ava bolje raspoznavanje uspravnih i nakosenih resetki. Sve Zivotinje su
uspjesSno savladale bihevioralni zadatak, ali s razliCitim stopama ucenja, gdje je i dalje

najmanju razinu izvedbe pokazala Zivotinje br. 5 (2.1), a najvidu Zivotinja 3 (4.0).

Psihometrijske krivulje ucenja
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-1 | | I | I
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1111

Dan uvjezbavanja [N]
Slika 13. Krivulje u€enja za sve Zivotinje (n=5) kao vrijednost d' tijekom svih seansa

uvjezbavanja.

3.3. ANALIZA BRZINE TRCANJA ZIVOTINJE

Brzina tr€anja zivotinje, kao drugi analizirani parametar, bila je detektirana putem
kompjuterskog opti¢kog misa (vidi 2.2. Materijala i metoda). Parametar brzine je pokazao
vecu varijabilnost medu Zivotinjama. Prosjena brzina zivotinje u seansama koje su date
kao primjer prikazana je na Slikama 14 - 18, panelom -a. ProsjeCne vrijednosti brzine
iskazane su u slu€aju uspravne (plavo) i nakoSene reSetke (crveno). Okomica na x=0

predstavlja trenutak kad je zavrSio pristupni hodnik i kada je prikazana ili nakoSena ili
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uspravna reSetka. Razlika u ponasanju vezana uz brzinu Zivotinje izraCunata je
medusobnom usporedbom dvije distribucije koriste¢i Mann-Whitney-Wilcoxon test. Svakih
200 ms treninga je izrazeno kao jedna toCka s prosjeCcnom vrijednosti. Rezultati su
prikazani panelom -b Slika 14 - 18 gdje osjenfano podrucje predstavlja dio koji nije
statisticki zna€ajan (p>0.05) dok neosjencani dio izrazava statistiCki znacajnu razliku
izmedu dvije distribucije brzina.

Mis: 1
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Slika 14. a) Prosje€na brzina tr€anja MiSa 1 u probama s vertikalnim (plavi) i nakoSenim
(crveni) pravac. OsjenCano je prikazana standardna pogreSka aritmetiCke sredine; b)

razlika izmedu brzine u nakoSenim i uspravnim probama iskazana kao log (p).
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Slika 15. a) Prosje¢na brzina tr€anja MiSa 2 u probama s vertikalnim (plavi) i nakoSenim
(crveni) pravac. OsjenCano je prikazana standardna pogresSka aritmetiCke sredine; b)

razlika izmedu brzine u nakoSenim i uspravnim probama iskazana kao log (p).
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Slika 16. a) ProsjeCna brzina tr€anja MiSa 3 u probama s vertikalnim (plavi) i nakoSenim
(crveni) pravac. OsjenCano je prikazana standardna pogresSka aritmeticke sredine; b)

razlika izmedu brzine u nakoSenim i uspravnim probama iskazana kao log (p).
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Slika 17. a) Prosje€na brzina tr€anja MiSa 4 u probama s vertikalnim (plavi) i nakoSenim
(crveni) pravac. OsjenCano je prikazana standardna pogreSka aritmetiCke sredine; b)

razlika izmedu brzine u nakoSenim i uspravnim probama iskazana kao log (p).
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lika 18. a) Prosje€na brzina tr€anja MiSa 5 u probama s vertikalnim (plavi) i nakoSenim
(crveni) pravac. OsjenCano je prikazana standardna pogre$ka aritmetiCke sredine; b)

razlika izmedu brzine u nakoSenim i uspravnim probama iskazana kao log (p).
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Prosjecno vrijeme gdje dolazi do razdvajanja dvije brzine prikazuje Slika 19, gdje je
vidljivo kako u pocetku uvjezbavanja zivotinjama treba viSe vremena za reakciju ~3.0 s,
dok kasnije tijekom uvjezbavanja kod svih Zivotinja to vrijeme razdvajanja brzine

konvergira u jedinstvenu to¢ku od 400 ms gdje se dva profila brzine tr€anja razdvajaju.
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Slika 19. Prosje¢no vrileme razdvajanja vrijednosti brzina nakon prikazivanja
podrazaja reSetki (n=5, puna linija), dok je standardna pogreska aritmetiCke sredine

prikazana osjencanim podrucjem.

3.4. AKTIVNOST STANICA VIDNOG KORTEKSA TIJEKOM BIHEVIORALNOG
ZADATKA

Dok je Zivotinja bila ukljuCena u bihevioralni zadatak (Slika 20) u isto vrijeme
aktivnost stanica vidnog korteksa bila je promatrana dvo-fotonskim mikroskopom.
Aktivnost stanica vizualizirana je dostavljanjem geneticki kodiranih indikatora kalcija
GCaMP6 putem virusnog vektora (za daljnju literaturu, vidi Uvod 1.2.1.). Neuroni vidnog
sustava su detektirani putem semi-automatskog algoritma koji je prepoznao regije od
interesa (Slika 21) nacinjenog koriste¢i MatLab. Svako mjesto odabrano od strane
algoritma bilo je ru¢no revidirano kako bi se izbjegle pogreske kao Sto su kontaminacija

signala stanice signalima aksona, dendrita ili neuropila.
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Slika 20) IsjeCak nacinjen infracrvenom kamerom smjesStenom u unutrasnjosti aparature
koriStene za uvjezbavanje. a) objektiv koristen za promatranje aktivnosti stanica smjesten
je iznad vidnog korteksa; b) Zivotinja je glavom fiksirana za metalne Sipke dok je tijelo u
kontaktu s c¢) cilindrom za tr€anje. Ispred Zivotinje smjeStena je cijev za dostavljanje
nagrade d); koja je na drugom kraju spojena na piezo senzor u svrhu detekcije kada

Zivotinje dodiruje cijev kao odgovor na vidne podrazaje predstavljene putem dva monitora

Slika 21. Stanice vidnog korteksa promatrane dvo-fotonskim mikroskopom. a) stanice su
inficirane virusom koji je u stanice unio fluorescentni protein GCaMP6, osjetljiv na
povecanje razine kalcija. Stanice su bile detektirane semi-automatski kako bi se oznacile
regije interesa (RI) (crvene povrsine na slici b), koje predstavljaju regije slike u kojima ¢e

se analizirati prikupljeni kalcijev signal.
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Pri definiranju regija interesa (RI) koristen je konzervativni kriterij gdje se stanicom
smatrala regija koja je makar jednom dala odgovor tijekom bilo koje od seansi. Odgovorom
stanica smatrana je promjena u fluorescenciji (AF/F) gdje je fluorescencija u to¢no
odredenom trenutku usporedena s prosje¢nom razinom fluorescencije u prethodnom
vremenskom periodu te iste stanice.

Aktivnost stanica promatrana je u kontekstu virtualne scene koju je Zivotinja tada imala
kao vidni podrazaj. Promjena u fluorescenciji kao funkcija vremena tijekom prikazivanja

dva podrazaja prikazana je slikama 22-24 koje prikazuju odgovore na razini pojedinacne

stanice.
5 127 b
a) W )
2.5 14
p) 0.8+
w o 1s 0.6
(N
< 1 0.4
0.5 0.2
01— w— 0-
0.5 0 1 2 3 4 5 -0.2 0 1 2 3 4 5
161 d)
1.4
1.2
14
w 0.8
L J
= 0.6
0.4
0.2
0
0.2 02
0 1 2 3 4 5 (o] 1 2 3 4
vrijeme [s] vrijeme [s]

m— USpravne resetke
— Nakosene resetke

Slika 22. Promjena u fluorescenciji kod 4 stanice koje preferiraju vertikalnu resSetku (a-d)

kao funkcija vremena prikazivanja uspravne (plavo) i nakoSene resetke (crveno).
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Slika 23. Promjena u fluorescenciji kod 4 stanice koje preferiraju nakosenu reSetku (a-d)

kao funkcija vremena prikazivanja uspravne (plavo) i nakoSene (crveno) reSetke.
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Slika 24. Promjena u fluorescenciji kod 2 stanice koje reagiraju na prisutnost oba tipa

reSetki s povecanjem aktivnosti a) ili smanjenjem aktivnosti b).
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4. RASPRAVA

Novije studije u neuroznanosti, a posebice u neuroznanosti osjetnih sustava, okrecu
se prouCavanju mozdane aktivnosti na razini pojedinaCne stanice i to za vrijeme dok je
subjekt aktivno ukljuCen u bihevioralni zadatak. Buduéi da taj pothvat zahtjeva primjenu
metoda visoke razlucivosti koje su invazivne, njihova dostupnost na humanim subjektima
je ograniCena. lako je jako vrijedno, istrazivanje na primatima kao modelima je dodatno
oteZzano njihovom nedostupno$c¢u te zahtjevnim odrZzavanjem. S druge strane, mi$ kao
model je lako dostupan, geneti¢ki homogen i dodatno favoriziran mogucnoscu korisStenja
brojnih genetickih oruda. Ovaj diplomski rad opisuje uspostavljanje novog obrasca
ponasanja koristeci kreni-stani dizajn zadatka u okruzenju virtualne stvarnosti. Pet miSeva
uvjezbano je u raspoznavanju dva vidna podrazaja u obliku dva tipa reSetki. MiSevi su
trebali prepoznati podrazaj s uspravnom reSetkom, dok su podrazaj s nakoSenom
reSetkom trebali ignorirati. lzvedba Zivotinja bila je postojana i uvjerljiva kroz sve seanse
uvjezbavanja, €ak i u uvjetima snimanja. Nakon sedam dana uvjezZbavanja Zivotinje su
dosegle razinu to¢nosti od preko 90% Sto ovaj protokol €ini idealnim u slu€ajevima kada je
potrebno skratiti vrijeme uvjezbavanja, ali na kraju dobiti ponaSanje koje je stabilno i koje
omogucava kroni¢no pracenje samog ponasanja zivotinje ili drugih parametara istrazivanja
poput pracenja aktivnosti stanica.

U sljede¢im odjeljcima bit ¢e detaljnije opisani praceni bihevioralni parametri kao Sto su
profil tr€anja Zivotinje te promjena obrasca piezo signala tijekom ucenja ZzZivotinje u
raspoznavanju dva vidna podrazaja, kao i primjena i usporedba ovog obrasca ponasanja u

studijama vidnog, ali i drugih sustava.

4.1 BIHEVIORALNI ODGOVOR ZIVOTINJE — PIEZO SIGNALI

U opisanom dizajnu zadatka, Zivotinji su bila predstavljena dva podrazaja te je
Zivotinja na jedan podrazaj trebala pokazati bihevioralni odgovor, dok se u slu€aju drugog
podrazaja Zzivotinja trebala suzdrzati od istog odgovora. Odgovor je Zivotinja davala tako
da je jezikom dodirivala cijev koja je bila postavljena ispred glave zivotinje, a ista cijev
sluzila je i za dostavljanje nagrade Zivotinji. Prema tome, odgovor zivotinje na vidni
podrazaj bilo je lizanje koje je uzrokovalo mehanicki pritisak na cijev koje se prenosilo na
piezo senzor smjesten ispod cijevi. Jedna od slabosti ovakvog nacina detekcije odgovora

je ta Sto je sam odgovor (lizanje Zivotinje) uobiCajena bihevioralna pojava koja se moze
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pojaviti i nevezano uz bihevioralni zadatak. Buduéi da odgovor Zivotinje tijekom
nenagradivanih proba, i tijekom pristupnog hodnika nije bio kaznjavan, Zivotinje su znale
pokazivati istrazivaCko ponaSanje i davati odgovor koji nije povezani s bihevioralnim
zadatkom. Medutim, raspoznavanje izmedu: 1) podrazajem izazvanih signala; od 2)
signala nastalih uslijed istrazivaCkog ponaSanja; ili 3) signala uzrokovanih nekim
unutarnjim podraZajem; nije bilo mogucée. Imajuéi tu €injenicu u vidu, pri analizi signala
pribjegli smo konzervativnom nacinu mjerenja i tumacenja signala te je tako svaki odgovor
zivotinje (bez obzira je li nastao uslijed odgovora na prezentirani vidni podrazaj ili neki
unutarnji podrazaj) biljeZzen ravnopravno. Tako je svaki signal zabiljezen izvan podrucja
uspravne reSetke smatran pogreskom Zivotinje. Jedino su se lako mogli prepoznati
podrazajem ne-uvjetovani odgovori nastali uslijed ponaSanja vezanog uz uredivanje
Zivotinje. Takvi odgovori imali su visoku frekvenciju piezo signala uslijed nehoti¢nog
dodirivanja cijevi tijekom uredivanja Zivotinje i tijekom nastanka tih signala Zivotinja nije
tr¢ala. U nekim studijama put dostavljanja nagrade i biljeZzenja signala je razdvojen te je
tako nagrada dostavljana putem cijevi, a Zivotinja je davala odgovor putem povilacenja
poluge ili pomicanjem kugle u razliite strane (za pregled vidi Carandini and Churchland,
2013). Ako bi to bilo potrebno, isto rjeSenje bi se lako moglo implementirati i u ovaj dizajn

zadatka.

4.2. UTJECAJ KRETANJA NA PONASANJE ZIVOTINJE

Imobilizacija predstavlja stresan dogadaj za Zivotinje i uvelike moze utjecati na
motivaciju te na opcenito ponasanje Zivotinje. Stovide, jedan od najucestalijih protokola
koriStenih u istrazivanju kroni¢nog i akutnog stresa kod glodavaca ukljuéuje upravo stres
imobilizacijom (primjerice Ricart-Jan et al., 2002; Lee et al.,, 2006; Hynie, 2007). Ako
Zelimo prouciti utjecaj viSih kognitivnih funkcija na aktivnost odredene populacije neurona
(primjerice, prouCavanja kako se odgovor stanica vidnog korteksa mijenja kada Zivotinja
oCekuje ili obra¢a pozornost na podrazaj u odnosu kada podrazaj dode iznenada ili ga
zivotinja ignorira) jedini zasada moguci pristup je izazvati ponasajne Zzivotinje koje ¢e dati
bihevioralni kontekst promatranoj aktivnosti. Smatra se kako se poticanjem Zzivotinje da
izrazi odredeno pona$anje neizbjezno i poti€e aktivhost neuronskih krugova odgovornih za
to ponasanje. Medutim, kako bi se omogucilo promatranje aktivnosti stanica u visokoj
prostornoj i vremenskoj razlucivosti, nuzno je ograniCiti kretanje Zivotinje (Andermann et

al., 2010; Histed et al., 2012). Odrzavanje regije interesa mozga Sto mirnijom i
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postojanijom je nuzno pri upotrebi metoda s visokom vremenskom i prostornom
razluCivosti kao Sto su elektrofiziologija ili dvo-fotonska mikroskopija koje mogu zabiljeziti
aktivnost mozdanih stanica s razlu€ivoS€¢u na razini pojedine stanice. |z navedenih
razloga, kako bi se takva osjetliiva mjerenja mogla upotrijebiti i u uvjetima gdje je
neophodno aktivno ponasanje zivotinje, moguce je izvrSiti svojevrsni kompromis te
imobilizaciju cijele zivotinje svesti samo na fiksiranje glave Zivotinje. Tako se Zzivotinji
omogucava slobodno tr€anje po pokretljivoj povrsini smjestenoj ispod tijela Zivotinje dok je
istovremeno Zivotinja fiksirana, $to omoguc¢ava snimanje ili mjerenje aktivnosti stanica. To
se najCeSce postize tako da se zivotinji omoguci tr€anje po povrsini kugle koja lebdi na
zraku, s uzgonom zraka smjestenim ispod kugle (Dombeck et al., 2007), a koje je Siroko
primjenjivano u studijama hipokampusa (Harvey et al., 2009; Chen et al., 2013) ili
studijama vidnog korteksa (Niell and Stryker, 2010; Keller et al., 2012). Kako bi se zZivotiniji
omogucila interakcija s okoliSem, (za vrijeme kretanja oCekujemo i kretanje vizualne scene
oko nas) zZivotinje su u takvim istraZivanjima okruZzene monitorima te su tako smjeStene u
okruZenje virtualne stvarnosti gdje kretanje Zivotinje po povrsini kugle odgovara kretanju
Zivotinje u virtualnoj stvarnosti. Medutim, kod ovog pristupa, zivotinjama je potrebno duze
vrijeme kako bi naucile kontrolirati rotaciju kugle (Carandini and Churchland, 2013). U
nasem dizajnu, umjesto kugle koristili smo cilindar koji je Zivotinja rotirala oko sredista
pricvrS¢enog na bazu cilindra. Tijekom prvog postavljanja Zivotinje na cilindar, Cesto se
dogadalo da bi Zivotinje odmah pocele brzo hodati ili ¢ak trcati, Sto je uvelike smanijilo
vrijeme potrebno kako bi Zivotinja naucila kontrolirati cilindar. Koristenje cilindra zivotinji
omogucava kretanje samo u smjeru rotacije cilindra, prema tome, i dostavljanje virtualne
stvarnosti je jednostavnije i moze biti izvedeno kombinacijom dva monitora koji postrance
okruzuju Zzivotinju.

Buduc¢i da se zivotinji omogucava kretanje, time se uvodi joS jedan mijerljiv parametar
ponasanja. Analiza tranja i kretanja je dala bolji uvid u suptilnije i osjetljivije bihevioralne
odgovore Zivotinje od gore opisanog mjerenja piezo signala. Tijekom uspostavljanja ovog
eksperimenta nije promatrana samo ukupna brzina tr¢anja zivotinje, nego i razlika u brzini
trcanja u razliCitim bihevioralnim stanjima: ubrzavanje ili usporavanje povezano s
bihevioralnim kontekstom, ¢€ak i razli¢iti nacini kretanja (sporo hodanje, brzo hodanje,
tr€anje, puzanje). Za vrijeme uvjezbavanja Zivotinje prve promjene u ponasanju bile su
upravo promjene u tr€anju kao bihevioralnom parametru. Primjerice, prije nego S$to su
Zivotinje naucile suprimirati odgovor na nakoSenu reSetku najprije su promijenile nacin

tr€anja tijekom predstavljanja nakoSene reSetke. Na pocCetku uvjezbavanja, Zivotinje su
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tr€¢ale kroz pristupni hodnik i naglo se zaustavljale na poCetku predstavljanja bilo kojeg tipa
reSetki. U prvom stupnju promjene pona$anja, koje je vodilo do pravilnog raspoznavanja
reSetki, zivotinje su najprije nastavile tr€ati za vrijeme predstavljanja nakoSene reSetke
iako su u tim uvjetima zabiljeZzeni odgovori piezo senzorom. Kada bismo kao mijeru
diskriminacije uzeli samo piezo signal, zakljuak bi bio da Zivotinja jo§ ne razlikuje
uspravnu od nakoSene resSetke. Medutim, ako se bolje pogleda profil tr€anja Zivotinje, ocito
je kako se tr€anje razlikuje u nastupanju dva tipa reSetki prije zone nagrade, $to ukazuje
na to da zivotinja ipak raspoznaje ova dva tipa reSetki prije nego se odIucCi ne reagirati na
nakosSenu reSetku. Brzina tr€anja se tijekom ostalih faza uvjezbavanja jos viSe profilirala te
su zivotinje tijekom nakoSenih reSetki tr€ale brzinom jednakom onoj tijekom pristupnog
hodnika, a u nekim slu¢ajevima ¢€ak i brze nego u pristupnom hodniku. Ovo Cini opisani
dizajn zanimljivim Cak i za istrazivanja motornog korteksa gdje bi bilo moguce promatrati
ove promjene na stani¢noj razini, u smislu odgovora promatrane populacije stanica
(Dombeck et al., 2009). Medutim, motorni odgovor Zzivotinja takoder je zanimljiv i
istraZivanjima vidnog sustava gdje je pokazano kako tr€anje utjeCe na aktivhost barem
dijela ukupnog broja neurona u vidnom korteksu (Niell and Stryker, 2010; Keller et al.,
2012).

4.3. BRZINA SAVLADAVANJA BIHEVIORALNOG ZADATKA

Uvodenje uvjetovanog ponasSanja u vidu kaznjavanja netoCnih proba Cesto je
koriStena strategija u svrhu ubrzavanja ucCenja. Opisani su razni nacini negativhog
uvjetovanja bihevioralnog zadatka. Neki od najkoridtenijih su prisilno plivanje (Prusky et
al., 2000; Brown and Wong, 2006), naglo ispuhivanje zraka u smjeru subjekta ili
jednostavno isklju€ivanje iz bihevioralnog zadatka (e.g. Andermann et al., 2010; Busse et
al., 2011). Nas bihevioralni zadatak nije ukljuivao nikakav tip kaznjavanja koji bi mogao
ubrzati proces u€enja na takav nacin. Jedina sila koja je djelovala na brzinu ucenja bila je
odluka Zivotinje da ne trosi vrijeme i energiju na nenagradivane probe. Kako je dokazano,
glodavci su sposobni akumulirati informacije tijekom proba (Brunton et al., 2013). U naSem
dizajnu testirali smo vidnu diskriminaciju, ali isti se moze upotrijebiti i za ispitivanje
kontrastne osjetljivosti (Busse 2011) u kombinaciji s optogenetikom ili u kombinaciji s
mirisima ili zvukovima, tako omogucavajuci istrazivanje raznih osjetnih sustava, interakcije
osjetnih modaliteta kao i pozornosti u percepciji. Nase Zivotinje su pokazale visoko

uspjesSnu izvedbu nakon samo 6-7 seansi od 45 min uvjezbavanja, Sto je dalo stabilno
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ponasanje s visokom stopom diskriminacije nakon samo 6-7 dana. Jedna od stavki koja je
pridonijela brzom ucenju svakako je mogucnost slobodnog kretanja Zivotinje opisana u
prethodnom odjeljku, usporedujuci sa slicnim studijama gdje se Zivotinja nije mogla kretati

i gdje je uvjezbavanje trajao tjednima (Andermann et al., 2010).

4.4. KORISTENJE KRENI-STANI DIZAINA ZADATKA

lako se pokazalo da glodavci vrlo brzo nauce takav tip zadatka, kreni-stani dizajn
ima i svojih slabosti (Carandini and Churchland, 2013). Jedna od njih je osjetljivost na
kriterij Zivotinje gdje Zivotinja mozZe sniziti razinu uspjesSnosti to¢nih proba promjenom
kriterija donoSenja odluka (u nasem slu¢aju odluku da ne troSi vrijeme i energiju na
reagiranje na nakosene reSetke ili pristupni hodnik). Neki od ovih problema mogu se
izbje¢i kombinacijom kreni-stani dizajna s teorijom detekcije signala. Tako je moguce
mjeriti ne samo udio to¢nih prepoznavanja, nego i udio pogres$nih prepoznavanja, $to na
kraju daje mjeru razlikovanja nazvanu d' koja je neovisna o kriteriju Zivotinje i koju smo i mi
koristili kao kriterij napredovanja Zivotinje. Problem koji preostaje je osjetljivost kreni-stani
dizajna na motiviranost zivotinje da sudjeluje u zadatku. Taj problem moguce je nadvladati
ograniCavanjem dostupnosti hrane Zivotinji. Tako su Zivotinje tijekom treninga drZzane na
85% tjelesne teZine prije poCetka zadatka i bile su zainteresirane za sudjelovanje u
zadatku koji je bio nagradivan hranom. Nas dizajn bi se lagano mogao prilagoditi u
zadatak koji bi koristio dva alternativna izbora gdje bi Zivotinje mogle davati dva razliCita
odgovora na jedan podrazaj. To bi se moglo omoguciti uvodenjem drugog neovisnog piezo
senzora i dvije neovisne cijevi za dostavljanje nagrade i detekciju odgovora. Uvodenjem
dva odgovora Zivotinja bi bila prisiljena reagirati na svaki od dva podrazaja, ali na razliCite

nacine, ¢ime bi se iskljuCila osjetljivost odgovora na motivaciju Zivotinje.
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5. ZAKLJUCAK

lako promatranje ponaSanja subjekta ne moze dati uvid u aktivnhost pojedinih
stanica mozga tijekom obrade informacija, ponasanje moZe omoguciti promatranje
aktivnosti stanica u kompleksnim kognitivnim stanjima kao Sto su pozornost, u€enje ili
iSCekivanje. Ako Zivotinja iskazuje odredeno ponaSanje, pretpostavka je da su neuralni
krugovi odgovorni za ispoljavanje tog ponasanja takoder aktivni. Aktivnost tih krugova,
maskirana u sveukupnu aktivnost promatrane populacije stanica, moze se zabiljeziti dvo-
fotonskim mikroskopom, a tada je na istrazivaCu da osmisli zadatak koji ¢e moci usporediti
aktivnosti stanica u razliCitim bihevioralnim kontekstima.
Opisani dizajn bihevioralnog zadatka u ovom diplomskom radu nudi nove mogucnosti u
istraZivanju vidnog sustava kao i u istrazivanju drugih osjetnih modaliteta kao i medu-
modalitetnog utjecaja na obradu informacija. Nasim dizajnom moguce je proucavati, ne
samo osnhovnu obradu osjetnih informacija, nego i utjecaj ucenja, iS€ekivanja, pozornosti
kao i kretanja zivotinje. To je moguce tako Sto je opisani bihevioralni zadatak lako savladan
od strane Zivotinje, ali u isto vrijeme je i veoma fleksibilan, tj. ostavlja dosta prostora za
promjene postojec¢ih parametara kao i za uvodenje novih parametara, ovisno o napretku
zivotinje i cilju istrazivanja (primjerice ispitivanja utjecaja pozornosti na obradu vizualne
informacije).
Nadalje, dizajn je moguce Koristiti i s transgeniCnim Zzivotinjama ili optogenetiCkim
metodama u svrhu detaljnijeg ispitivanja neuralnih krugova koji su ishodiSte ponasanja
tako da bi se odredene pod-populacije stanica ciljano mogle utisati ili aktivirati. Ovaj dizajn
se moze Kkoristiti i u Cisto bihevioralnim studijama jer ostavlja prostora za detaljna
psihofiziCka mjerenja nuzna u istraZivanju procesa donosenja odluka ili viSih kognitivnih

stanja, bez prou€avanja samog procesa obrade informacija u centrima mozga.
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