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Uslijed razli€itih komplikacija tijekom trudnoce 1 prijevremenog poroda moze do¢i do nastanka
hipoksije koja predstavlja rizik za hipoksijsko-ishemijsku ozljedu mozga ¢ije posljedice ovise
o vremenu nastanka, jacini i lokalizaciji ozljede. S ciljem razvoja Zivotinjskog modela blage
hipoksijske ozljede mozga, Wistar Stakore izlozili smo akutnoj hipoksiji (8% Oz, 2h) prvog
postnatalnog dana (PND1). U dobi PND30-PND45, Stakore smo izlozili nizu bihevioralnih
testova, a Zrtvovanje je izvrSeno u dobi PND50 nakon ¢ega su prikupljeni uzorci mozdanog
debla za odredivanje razine katekolamina te talamusa, somatosenzorickog korteksa i
hipokampusa za odredivanje diferencijalne genske ekspresije. Rezultati su pokazali kako
akutna neonatalna hipoksija uzrokuje promjenu u eksploratornom ponasanju Stakora koju prati
poviSena razina dopamina u moZzdanom deblu te promjene u ekspresiji dopaminskih receptora
u talamusu 1 somatosenzori¢kom korteksu. Hipoksija je uzrokovala 1 poviSenu ekspresiju gena
koji sudjeluju u dopaminskoj signalizaciji u talamusu, ekscitaciji i inhibiciji u
somatosenzorickom korteksu te neuromodulaciji prostornog pamdcenja u hipokampusu.
Pretpostavljamo da u podlozi promijenjenog eksploratornog ponasanja stoji poremeceno
somatosenzoricko procesiranje koje nastaje djelovanjem hipoksije izravno na somatosenzoricki
korteks ili neizravno putem naruSene talamo-kortikalne komunikacije i/ili otezano prostorno

pamcenje uzrokovano strukturnim promjenama u hipokampusu.
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CHANGES IN RAT EXPLORATORY BEHAVIOR AFTER EXPOSURE TO
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Barbara Nikoli¢
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Various complications during pregnancy and preterm birth can lead to hypoxia posing a risk of
hypoxic-ischemic brain injury, with consequences depending on the time of onset, severity, and
location of the injury. In order to develop an animal model of mild hypoxic brain injury, Wistar
rats were exposed to acute hypoxia (8% O, 2h) on the first postnatal day (PND1). The animals
were submitted to a battery of behavioral tests at PND30-PND45, and sacrificed at PND50.
Brainstem samples were collected to determine catecholamine levels, and thalamus,
somatosensory cortex and hippocampus to determine differential gene expression. The results
showed that acute neonatal hypoxia caused a change in the exploratory behavior of rats,
accompanied by elevated levels of dopamine in the brainstem and increased dopamine receptor
gene expression in the thalamus and somatosensory cortex. Hypoxia also caused increased
expression of genes involved in: dopamine signaling in the thalamus, excitation and inhibition
in the somatosensory cortex, and neuromodulation of spatial memory in the hippocampus. We
assume that the observed changes in exploratory behavior may represent a consequence of
disturbed somatosensory processing, caused either by the direct effect of hypoxia on the
somatosensory cortex or indirect effect through impaired thalamo-cortical communication,
and/or the consequence of impaired spatial memory caused by structural changes in the

hippocampus.
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1. UVvOD

Pravilan razvoj mozdanih struktura u prenatalnom i ranom postnatalnom razdoblju kljucan je
za razvoj motorike, senzorike te visih kognitivnih funkcija kao $to su uc¢enje i pamcenje, paznja,
percepcija i donoSenje odluka. Jedan od najceS¢ih poremecaja u tom razdoblju je
hipoksija/ishemija, stanje smanjene opskrbe kisikom koje nastaje uslijed razli¢itih komplikacija
tijekom trudnoce, a moze rezultirati ozljedom mozga, buduci da je to tkivo koje je najosjetljivije
na nedostatak kisika. Klini¢ki simptomi hipoksijsko-ishemijske (HI) ozljede ovise o vremenu
nastanka, jacini i lokalizaciji ozljede, a tezina posljedica moze varirati od mentalne retardacije,
cerebralne paralize i epilepsije do poteskoca u ucenju i laksih bihevioralnih poremecaja.

Umjerene 1 blaze ozljede pocinju se ocitovati tek u Skolskoj dobi (Hayes 1 sur. 2018), a
bihevioralni i emocionalni poremecaji koji su zamijeCeni kod takve djece obuhvacaju
anksioznost, depresiju, manjak pozornosti, hiperaktivnost, senzoricke poremecaje i poremecaje
iz autisti¢nog spektra (van Handel i sur., 2007., Millar i sur., 2017.). Takoder treba uzeti u obzir
da dugoroc¢ne fizioloske promjene koje nastanu kao odgovor na hipoksiju mogu kasnije tijekom
zivota pridonijeti razvoju neurodegenerativnih bolesti (Nalivaeva i sur., 2018.). Za bolje
razumijevanje procesa nastanka perinatalne hipoksijsko-ishemijske ozljede i njezinih
fizioloskih, anatomskih i bihevioralnih posljedica, razvijani su razli¢iti animalni modeli koji su
ukljucivali majmune, ovce, svinje, kuni¢e, zamorce 1 miseve. Cilj razvoja zivotinjskih modela
je razjasniti mehanizme koji leze u podlozi nastanka i razvoja HI ozljede, te omoguciti
prevenciju 1 pronalazak odgovarajuce terapije u razliitim fazama ozljede. Zbog toga je
pozeljno da model $to vjernije imitira etiolosku podlogu, histopatolosku sliku i funkcionalni
ishod (Yager, 2004.). NajceSce koriSteni modelni organizam je Stakor zbog jednostavnosti
uzgoja 1 rukovanja te mogucénosti provedbe bihevioralnih testiranja. lako je do sada
najzastupljeniji model neonatalne HI ozljede bio invazivni Rice-Vannuccijev (RV) model koji
se zasniva na unilateralnoj ligaciji karotide, zadnjih je godina u trendu razvoj hipoksijskog
modela Stakora (eng. ,,hypoxia-only*), gdje se izostavlja invazivno nefiziolosko izazivanje
ishemije, a zivotinja se samo izlaze manjku kisika u hipoksijskoj komori. Takvi modeli imaju
potencijal za razvoj 1 opis blazih ozljeda mozga 1 lakSe rasvjetljavanje biokemijske 1

molekularne podloge djelovanja same hipoksije na mozdano tkivo (Millar i sur., 2017.).



1.1. Hipoteza istraZivanja

Blaga akutna neonatalna hipoksija uzrokuje nastanak hipoksijske ozljede mozga s posljedicama
u obliku bihevioralnih promjena koje se mogu ocitovati u adolescentnoj dobi Stakora,
ukljucujuéi promjene u lokomociji, emocionalnom ponaSanju (eksploratornost, anksioznost,
socijabilnost) i prostornom ucenju. U podlozi uocenih promjena u eksploratornom ponasanju
stoji naruSena neurokemijska homeostaza, koja se prvenstveno ocituje u promjeni koncentracije
katekolamina u mozdanom deblu, 1 molekularno-geneticke promjene, koje ukljucuju ekspresiju

gena u regijama mozga odgovornim za senzoricku percepciju i prostorno paméenje.

1.2. Cilj istrazivanja

Op¢i cilj rada je istraziti neurokemijsku i molekularno-geneticku podlogu promjena u

ponaSanju Stakora nakon neonatalnog izlaganja hipoksiji.

Specifi¢ni ciljevi:

1. Usporedbom s kontrolnim Zzivotinjama, u tri neovisne skupine hipoksi¢nih mladunaca
Stakora (PND33-45) ispitati promjene u lokomociji, anksioznosti i eksploratornom
ponasanju (test u otvorenom polju 1 na plo¢i s rupama), socijabilnosti (test drustvenog
odabira) i prostornom uc¢enju (T-labirint).

2. Po zavrSetku testiranja, dijelu Zivotinja iz kontrolnih 1 hipoksi¢nih skupina, nakon
zrtvovanja, izdvojiti 1 pohraniti pojedine regije mozga za biokemijska i molekularno-
geneticka testiranja.

3. Odrediti koncentracije katekolamina (dopamin, noradrenalin) u mozdanom deblu.

4. Odrediti razinu ekspresije gena za dopaminske i/ili adrenergi¢ne receptore u regijama
odgovornim za senzori¢ku (talamus, somatosenzoricki korteks) percepciju 1 prostorno
pamcenje (hipokampus) (qPCR).

5. Potvrditi razliku u ekspresiji odabranih gena, indiciranih RNA sekvenciranjem, pomocu
lan¢ane reakcije polimerazom u stvarnom vremenu (Real-time PCR, gPCR) i to: a) u
talamusu - geni koji sudjeluju u dopaminskoj signalizaciji, b) u somatosenzorickom
korteksu — geni za ekscitacijske i inhibicijske receptore, c) u hipokampusu — gen za

neuromodulaciju u¢enja i pamcenja.



2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Hipoksijsko-ishemijska ozljeda mozga

Hipoksijsko-ishemijska (HI) ozljeda mozga, koja se jo§ naziva i hipoksijsko-ishemijskom
encefalopatijom (HIE), jedan je od glavnih uzroka smrtnosti novorodencadi ili pak trajnih
neuroloskih posljedica u prezivjelih. Incidencija HIE iznosi 2.5 na 1000 terminski rodene djece
(>37 tjedana gestacije), dok se kod prijevremeno rodene djece (<37 tjedana gestacije) taj broj
penje na 5-9 na 1000 rodenih (Graham i sur., 2008., Gopagondanahalli i sur., 2016.). Ovi podaci
predstavljaju stanje u razvijenijim zemljama, dok je u nerazvijenim zemljama zbog ogranic¢enog
pristupa maj¢inskoj i neonatalnoj skrbi ucestalost veca i do 10 puta (Gillam-Krakauer, 2019.).
Rasprostranjenost 1 tezina ozljede ovise o gestacijskoj dobi fetusa, duljini izloZenosti te jacini
hipoksije-ishemije (Vannucci, 2000.). Novorodencad kod koje se sumnja na HIE klasificira se
prema sustavu Sarnat, koji procjenjuje razinu svijesti, tonus misica, tetivni refleks i autonomne
funkcije te na temelju toga vrsi podjelu u tri kategorije: faza I (blaga), faza Il (umjerena) i faza
III (teska) HIE (Douglas-Escobar, 2015.). Kod teske HIE, smrtnost iznosi 25-50%, a najviSe
smrti se dogada u prvim danima zivota zbog viSestrukog zatajivanja organa. Oko 80% djece
koja prezive teSku HIE razvije ozbiljne 1 dugoroCne neuroloske komplikacije, dok se kod
umjerene HIE taj broj spusta na 30-50%. Napredak u pruzanju potpomognutog disanja i bolja
intenzivna skrb doveli su do znacajno veceg prezivljavanja nedonos¢adi rodene nakon 23.
gestacijskog tjedna, ¢ime se povecao pritisak na drustvo zbog ucestale pojave invalidnosti 1

poteskoca kod takve djece.

2.1.1. Patofiziologija hipoksije-ishemije

Perinatalna hipoksijsko-ishemijska ozljeda mozga predstavlja znacajan problem u neonatalnoj
neurologiji. Uzrok takvih ozljeda leZi u nedostatku kisika i posljedi¢nom energetskom deficitu,
na $to je zZiv¢ano tkivo posebno osjetljivo. Dva glavna mehanizma koja dovode do nedostatka
kisika su smanjena koncentracija kisika u krvi (hipoksemija) ili smanjena koli¢ina krvi koja
perfundira mozak (ishemija). U vecini slucajeva perinatalne HIE, hipoksemija ili ishemija
nastaju kao rezultat asfiksije koja se definira kao poremecaj u izmjeni respiratornih plinova,
kisika i ugljikovog dioksida. Glavno dodatno obiljezje asfiksije je hiperkapnija, povecana
koncentracija ugljikovog dioksida, koja rezultira drugim metabolickim (npr. acidoza) i

fizioloskim (npr. pocetno povecanje mozdanog protoka krvi) promjenama.



U pocetnoj fazi asfiksije, karotidni 1 aortni kemoreceptori detektiraju manjak kisika te pokrecu
odgovor simpatikusa koji uzrokuje perifernu vazokonstrikciju, te parasimpatikusa koji utjece
na nastanak bradikardije, dok istodobno dolazi do vazodilatacije mozdanih krvnih zila uslijed
nakupljanja adenozina i duSikovog oksida (Giussani, 2015.). Zbog promjena koje nastanu u
fetalnoj cirkulaciji dolazi do povecane raspodjele krvi u mozak, pove¢anog mozdanog protoka
i gubitka vaskularne autoregulacije. Povecanje u protoku krvi najvise se ocituje u mozdanom
deblu u kojemu se nalaze vitalni centri, a najmanje u bijeloj tvari mozga. Mehanizam takve
heterogene regulacije je zasad nepoznat, ali se pretpostavlja da njime upravljaju endogeni
opioidi (Volpe i sur., 2017.). U teSkoj 1 produljenoj asfiksiji, zbog hipoksijski inducirane
bradikardije i zatajenja miokarda, dolazi do smanjenja minutnog volumena srca i nastanka
sistemske hipotenzije $to u konac¢nici dovodi do smanjenja mozdanog protoka krvi. Veliko
smanjenje protoka krvi u mozgu zamijeceno je u pokusima na terminskim fetusima majmuna,
podvrgnutima teSkoj i produljenoj asfiksiji, posebice u parasagitalnim regijama mozdanih
hemisfera (Reivich i sur., 1972.). Glavni rezultat smanjenog protoka krvi je neodgovarajuca

opskrba kisikom koja moze uzrokovati nastanak oste¢enja u pogodenim mozdanim regijama.

Period nakon zavrSetka hipoksijsko-ishemijske epizode, uz pojavu reperfuzije, smatra se
najkriticnijim vremenskim okvirom u kojem se dogadaju mnoge Stetne posljedice hipoksije na
metabolizam mozga, a kasnije i na samu strukturu. Glavni uzrok je prvenstveno nedostatak
energije koji nastaje zbog manjka kisika i glukoze $to dovodi do prestanka rada ATP-ovisne
Na'/K* pumpe ¢ime zapoCinje kaskada ostalih poremecaja kao §to su nakupljanje
izvanstani¢nih ekscitacijskih aminokiselina (posebice glutamata), povecanje citosolnog kalcija
1 stvaranje slobodnih radikala. Ekscitotoksi¢nost glutamata posljedica je depolarizacije
membrane 1 njegovog prekomjernog otpustanja te nemogucénosti povratnog unosa zbog
prestanka rada Na*-ovisnog glutamatnog prijenosnika $to uzrokuje nakupljanje glutamata u
sinapti¢koj pukotini i prekomjerno podraZivanje postsinaptickih NMDA 1 AMPA receptora.
Aktivacijom tih receptora, dolazi do prekomjernog ulaska Ca®" u stanicu koji aktivira
fosfolipaze, proteaze i nukleaze putem kojih uzrokuje degradaciju lipida, proteina i DNA, a
aktivacijom fosfolipaze A2 i ksantin oksidaze potice stvaranje slobodnih radikala (Lai i Yang,
2011.). Slobodni radikali pokreéu lancane reakcije i uzrokuju ireverzibilna biokemijska
oStecenja koja dovode do smrti stanica i oStecenja tkiva.

Dva osnovna mehanizma stani¢ne smrti koja uzrokuju odumiranje neurona su nekroza i
apoptoza. Nekrozu karakterizira otok, dezintegracija membrane, ruptura stanice i otpuStanje

unutarstani¢énog sadrzaja nakon ¢ega kao posljedica slijede upala i fagocitoza. Proces nekroze
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nastaje obi¢no nakon jake, ponekad cak i kratkotrajne ozljede, dok se apoptoza javlja nakon
manje intenzivne, dugotrajnije ozljede. Apoptozu, koja se moze pojaviti i nakon vise sati i dana
nakon primarne ozljede, karakterizira kondenzacija i marginacija kromatina, smanjenje stanica,
relativno oCuvanje stanicnih membrana i kona¢na smrt stanica bez stvaranja upale. Glavni
pokretaCi apoptoze su prekomjerni ulazak kalcija u stanicu i stvaranje reaktivnih kisikovih
radikala koji dovode do membranskih perturbacija i pokretanja apoptotskih kaskadnih reakcija
(Slika 1.).

Hl ozljeda

——  prestanak rada ATP-ovisne Na+/K+ pumpe —l

h \ I depolarizacija
ulazak Na+ \ ' | P )

membrane
— '/).l.\.— — @
| —.—.—.—.F. ° o Glia
Glutamat 1 * 0¥
ulazak Cl-, H20 o |} N2 ® Glutamatni

m—‘ ..:—— , !, transporter

"

M %

otok stanice

|

|

|

|

|
v

|
|
|
=== 1Catt < -

l b Mitohondrij
NOS  ~y .. 3 S
smirt stanice lipaze, proteaze ND\[‘I rg"—} \
(rana, nekroza) nukleaze 05~ | k"ij |
3 | ™
poremecena

smirt stanice

proizvodnja energije: ATP
(kasna, apoptoza > nekroza)

Slika 1. Patogeneza hipoksijsko-ishemijske ozljede na stani¢noj razini. Mehanizmi stani¢ne smrti
(Lai i Yang, 2011.).

Inicijalno smanjenje razine visokoenergetskih fosfata uzrokuje seriju naknadnih poremecaja
koja zapodinje prestankom rada ATP-ovisne Na+/K+ pumpe. Ako je ozljeda jaka, akutni
rezultat je nagli ulazak natrija kojeg slijede klor i voda §to uzrokuje nekroticni otok i lizu
stanice. Ce$éu pojavu predstavljaju dugotrajnije, manje teske ozljede, kod kojih dolazi do
depolarizacije membrane §to uzrokuje izvanstani¢nu akumulaciju glutamata, povecani citosolni

kalcij 1 kaskadu dogadaja koji dovode do odgodene apoptotske smrti stanice.



2.1.2. Vremenski razvoj hipoksijsko-ishemijske ozljede

Nastanak osteenja mozga uzrokovanog hipoksijom ne odvija se samo tijekom same
hipoksemije ili ishemije, ve¢ je to dugotrajni proces koji se razvija kroz vise faza (Slika 2.).
Nakon primarnog pada proizvodnje energije uzrokovanog nedostatkom kisika te nastanka
pocetnog oStecenja tkiva, slijedi reperfuzija koja dovodi do trenutnog oporavka razine ATP-a
u fazi latencije. Latentna faza predstavlja najvazniji vremenski okvir za terapijsko djelovanje
na Stetne posljedice hipoksije i sprje¢avanje Sirenja ozljede, a traje Sest do dvanaest sati od
njenog nastanka. Nakon latentne faze, zahvaljujuci Sirenju ekscitotoksicnosti, oksidativnog
stresa i upale, dolazi do nastanka sekundarnog pada proizvodnje energije u sekundarnoj fazi
koja je obiljeZzena pojavom epilepti¢nih napadaja, a traje od 12 sati do 3 dana nakon pocetka
ozljede. Tercijarna faza je zavr$na faza ozljede koja moze trajati danima ili ¢ak mjesecima, a
obiljezena je remodeliranjem neuronskih krugova, astrogliozom i pokuSajem regeneracije
osteCenih podruc¢ja. Ako se radi o tezim ozljedama, u ovoj fazi mogucée je poremeceno
sazrijevanje i umrezavanje neurona, gubitak troficke podrske i nastanak kroni¢ne upale (Berger

isur., 2017.).
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2.1.3. Uzroci fetalne hipoksije

Po tipu nastanka fetalne hipoksije razlikujemo preplacentalnu, uteroplacentalnu i
postplacentalnu hipoksiju (Kingdom i Kaufmann, 1997.). U preplacentalnoj hipoksiji manjkom
kisika pogodeni su i majka i fetus. Glavni uzroci ovakve hipoksije su hipoksicni okoli§ (npr.
velika nadmorska visina), postojece kardiovaskularne bolesti (npr. zatajenje srca, pluéna
hipertenzija), infekcije, kroni¢na upala ili anemija majke koji mogu znacajno ograniciti
oksigenaciju majke i fetusa. Kod uteroplacentalne hipoksije maj¢ina oksigenacija je normalna,
ali je poremecena uteroplacentalna cirkulacija. Uzroci tomu mogu biti abnormalna placentacija
u ranoj fazi, $to je Cesta dijagnoza u trudnocama s intrauterinim zastojem u rastu, gestacijska
hipertenzija 1 preeklampsija, ili placentalne vaskularne bolesti u kasnijim fazama trudnoce. U
postplacentalnoj hipoksiji samo fetus postaje hipoksi¢an, zbog smanjenog protoka krvi u
uterinoj arteriji (npr. mehanicka kompresija, tromboza, ruptura), progresivnog fetalnog
zatajenja srca ili nekih geneti¢kih anomalija (Hutter 1 sur., 2010.). Po duljini nastanka ozljede,
hipoksiju moZemo podijeliti na akutnu, koja se javlja u kratkotrajnim epizodama, te kroni¢nu,

koja moze potrajati nekoliko tjedana ili ¢ak mjeseci (Tablica 1.)

Tablica 1. Uzroci akutne i kroniéne fetalne hipoksije (Giussani, 2015.).

Akutna fetalna hipoksija

Kompresija pupCane vrpce

Kontrakcije miometrija tijekom porodaja
Kratki intervali izmedu kontrakcija
Abrupcija placente

Tesko krvarenje prije poroda

Visestruka trudnoca

Oligohidramnion

Kroni¢na fetalna hipoksija

Uteroplacentalna disfunkcija Pretilost majke

Preeklampsija Visestruka trudnoca

Gestacijska ili esencijalna hipertenzija Zlouporaba razli¢itih supstanci u trudno¢i
Korioamnionitis Autoimuna bolest majke
Polihidramnion Trombofilija naslijedena od majke
Trudnoc¢a na visokoj nadmorskoj visini Dijabetes melitus tipa 1

Pusenje u trudno¢i Malarija majke

Cijanoti¢na bolest majke Majcina bolest srpastih stanica
Respiratorna bolest majke Fetalna strukturna abnormalnost srca ili
Ponavljajuca krvarenja prije poroda tahiaritmija

Anemija majke

Gestacijski dijabetes




2.1.4. Posljedice hipoksijsko-ishemijske ozljede mozga

Posljedice i klinicki simptomi hipoksijsko-ishemijske ozljede, ovisno o vremenu nastanka,
jacini i lokalizaciji, mogu biti raznoliki — od teSke mentalne retardacije, cerebralne paralize 1
epilepsije do minimalne cerebralne disfunkcije i poremecaja ponasanja (Habek i sur., 2000.).
Cerebralna paraliza 1 motoricke smetnje zamijeceni su u sluc¢ajevima ozljede bazalnih ganglija
i talamusa (Himmelmann i sur., 2007.) te kod lokaliziranih periventrikularnih nekrotickih lezija,
popracenih ventrikulomegalijom, gdje bivaju oSte¢ena motoricka vlakna koja prolaze tim
regijama. Difuzne promjene s poremecajem mijelinizacije te ozljede sive tvari povezane su s
kognitivnim i bihevioralnim poremecajima (Volpe, 2001., Miller i sur., 2005., Gonzalez i
Miller, 2006.), a Cesto se pocinju ocitovati tek u Skolskoj dobi, posebice ako se radi o umjerenim
i blazim ozljedama (Hayes i sur., 2018.). Bihevioralni i emocionalni poremecaji koji su
zamije¢eni kod takve djece obuhvacaju anksioznost, depresiju, manjak pozornosti,
hiperaktivnost, senzoricke poremecaje i poremecaje iz autistinog spektra (van Handel i sur.,
2007., Millar i sur., 2017.). Takoder, treba uzeti u obzir da cak i suptilne promjene na
molekularnoj i epigenetickoj razini, koje nastanu kao odgovor na hipoksiju, mogu kasnije u

zivotu pridonijeti razvoju neurodegenerativnih bolesti (Nalivaeva i sur., 2018.).

2.2. Animalni modeli hipoksijsko-ishemijske ozljede

Za bolje razumijevanje procesa nastanka perinatalne hipoksijsko-ishemijske ozljede i njezinih
fizioloSkih, anatomskih 1 bihevioralnih posljedica, razvijani su razli¢iti animalni modeli koji su
ukljucivali majmune, ovce, svinje, kunice, zamorce 1 miseve. Cilj razvoja Zivotinjskih modela
je razjasniti mehanizme koji leZe u podlozi nastanka i razvoja HI ozljede, te omoguditi
prevenciju i pronalazak odgovarajuce terapije u razli¢itim fazama ozljede. Zbog toga je
pozeljno da model Sto vjernije imitira etiolosku podlogu, histopatoloSku sliku 1 funkcionalni
ishod (Yager, 2004.). NajceS¢e koriSteni modelni organizam je Stakor zbog jednostavnosti
uzgoja 1 rukovanja te mogucénosti provedbe bihevioralnih testiranja. Najpoznatiji dosad
razvijeni je Rice-Vannuccijev (RV) model neonatalne HI ozljede koji se zasnhiva na
unilateralnoj ligaciji karotide i izlaganju hipoksiji u hipoksijskoj komori (Rice i sur., 1981.).
Ovaj model 1 njegove varijacije su u velikoj zastupljenosti koristeni u istrazivanjima, jer je
dugo vladalo misljenje kako je izazivanje ishemije neophodno kako bi doSlo do nastanka
ozljede, medutim kasnija su istrazivanja pokazala kako i samo izlaganje hipoksiji moze

uzrokovati blazu do umjerenu ozljedu mozdanog tkiva (Zhang i sur., 2013).



2.2.1. Rice-Vannuccijev model i njegove varijacije

U klasicnom RV modelu hipoksija-ishemija se izvodi na Stakorima starim 7 dana, ¢iji je stupanj
razvijenosti mozga odgovara terminski zrelom fetusu. Stakori se 7. postnatalnog dana odvajaju
od majki te bivaju podvrgnuti operacijskom postupku izazivanja ishemije putem unilateralne
ligacije karotide, nakon ¢ega slijedi izlaganje zraku koji sadrzi 8% kisika tijekom 1-3 sata pri
37°C u hipoksijskoj komori (Rice i sur., 1981.).

Ovaj model je pokazao selektivna oSte¢enja sive tvari putem nekroze neurona u korteksu,
hipokampusu, talamusu i bazalnim ganglijima, §to dobro oslikava anatomska oSte¢enja
zabiljezena u slucajevima srednjih i teSkih perinatalnih hipoksijsko-ishemijskih ozljeda u
covjeka (Millar i sur., 2017.). Zamijecene fizioloSke promjene ukljucivale su smanjeni srednji
sistemski krvni tlak, smanjeni mozdani protok krvi, nedostatak unutarstani¢ne glukoze, prate¢u
lakti¢nu acidozu i gubitak visokoenergetskih fosfata unutar hemisfere ispsilateralno od ligacije
karotide (Yager, 2004.). U ovakvim modelima kao kontrola sluZila je kontralateralna hemisfera
mozga, budu¢i da na njoj nisu detektirane anatomske 1 fizioloske promjene. U nekim
istrazivanjima dobro su dokumentirane i bihevioralne promjene poput poremecaja u
prostornom ucenju 1 paméenju, motorickim funkcijama, senzorickom procesiranju i drugim
kognitivnim nedostacima poput hiperaktivnosti i smanjene pozornosti. lako su odredena
istrazivanja pokazala kontradiktornosti, to mozZe biti rezultat razlike u genetickoj podlozi soja,
tezini ozljede 1 postupcima istrazivaca (Millar 1 sur., 2017.). Narednih godina razvijane su
razlicite varijacije RV modela, prilagodavaju¢i na¢in izazivanja ishemije uvodenjem bilateralne
okluzije karotide, mijenjanjem postotka Kisika, duljine boravka i temperature u hipoksijskoj
komori, te mijenjanjem dobi izlaganja Stakora kako bi se bolje imitirala odredena stanja poput
cerebralne paralize koja obi¢no nastaje u ranijem, prenatalnom razdoblju. Najc¢esce koristeni
sojevi bili su Sprague-Dawley i Wistar Stakori. Za procjenu tezine i rasprostranjenosti ozljede
koristili su se razli¢iti molekularni markeri stupnja maturacije neurona i oligodendrocita,
nekroze i apoptoze, te upalni markeri, dok je manji broj istrazivaca proveo i bihevioralna
testiranja usporedno s histoloSkom analizom (Rumajogee 1 sur., 2016.). Zbog razlike u
postupcima izazivanja Hl ozljede i nacinima evaluacije, teSko je stvoriti univerzalnu sliku HI
ozljede, ali zajednicka karakteristika svih ovih modela je invazivni postupak izazivanja ishemije

¢ime nastaje teSka do umjerena ozljeda mozga.



2.2.2. Neinvazivna hipoksija

Zadnjih godina u trendu je razvoj neinvazivnog hipoksijskog modela Stakora (eng. ,,hypoxia-
only*), u kojem se izostavlja invazivno nefiziolosko izazivanje ishemije, a Zivotinja se samo
izlaze manjku kisika u hipoksijskoj komori. Takvi modeli imaju potencijal za razvoj i opiS
blazih ozljeda mozga i lakSe rasvjetljavanje biokemijske 1 molekularne podloge djelovanja

same hipoksije na mozdano tkivo.

Ipak, i u slu¢aju ovakvih modela ne postoji konsenzus o eksperimentalnom dizajnu pocevsi od
dobi stakora (PNDO0-PND10) i duljini izlaganja hipoksiji (5 min-3h), do temperature (25-39°C)
i sastava zraka u komori (0-10% O2). Trenutno ne postoje ni pregledni radovi koji bi sazeli sva
dosadasnja istrazivanja i dali odredeni zakljucak, osim pregledne tablice u kojoj su Millar i
suradnici popisali osnovne podatke o postoje¢im ,,hypoxia-only* modelima (Millar i sur.,
2017.). Dio istrazivaca proveo je i bihevioralna testiranja, od kojih neki nisu potvrdili nikakve
promjene u ponasanju, dok je dio uocio promjene koje su ukljucivale hiperaktivnost, pove¢anu
agresiju i povecano ultrazvu¢no dozivanje. Manji broj istrazivaca koristio je standardne testove
za testiranje prostorne memorije i lokomocije, ali su dobili razlicite, opre¢ne rezultate. U vecini
istrazivanja koristili su se posebno modificirani bihevioralni testovi, $to otezava njihovu
usporedbu s klasiénim modelima. Iz tablice je takoder vidljivo da su uocene promjene u
koncentraciji noradrenalina, dopamina, serotonina, GABA i glutamata, te promjene u ekspresiji
njihovih receptora i prijenosnika u pojedinim regijama mozga, ali je modele tesko usporediti

zbog razli€itih ciljeva 1 uvjeta u provodenju pokusa (Millar 1 sur., 2017.).

2.3. Neurobioloska osnova ponasanja

Za evaluaciju animalnih modela hipoksije i1 drugih poremecaja izazvanih genskom ili
farmakoloSkom manipulacijom koriste se bihevioralni testovi kao pokazatelj mogucih
poremecaja u ponaSanju. Bihevioralnim testovima moze se testirati spontano ponaSanje, pri
¢emu je zivotinja izlozena uobicajenoj okolini, te uvjetovano ponasanje zivotinja. U sklopu
testiranja spontanog ponaSanja mogu se mjeriti horizontalno i1 vertikalno kretanje, stupanj
anksioznosti, eksploratorno i1 druStveno ponasanje. Testiranje uvjetovanog ponaSanja mjeri
pojedine vidove ucenja i pamcenja kao rezultat habituacije, klasicnog kondicioniranja ili

instrumentalnog kondicioniranja pri kojemu se Zivotinju motivira nagradom ili kaznom.
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Neurobiolosku osnovu ponasanja, koje ukljucuje percepciju okoline, kognitivne procese i
reakciju na podrazaje, ¢ine klasi¢ni neurotransmitorski sustavi, uz modulaciju neuropeptidnim
i nekonvencionalnim neurotransmitorima. Katekolamini su klasi¢ni neurotransmitori koji imaju
Sirok utjecaj na ponasanje, posebice dopamin koji sudjeluje u regulaciji motorickih i1 limbickih
funkcija, ucenju 1 kogniciji te noradrenalin koji regulira uzbudenje i pozornost (Nieoullon i
Coquerel, 2003.). Neurotransmitori glutamat i GABA prisutni su u cijelom korteksu, gdje
stvaraju ekscitacijsko/inhibicijsku ravnotezu i predstavljaju osnovu za senzoricke i kognicijske
procese. Oni moduliraju stalnu neuronsku aktivnost (unutarnju aktivnost neurona) i posreduju
u zivéanim odgovorima izazvanima podraZajem (Duncan i sur., 2014.). Brojni neuropeptidi
takoder imaju ulogu u modulaciji razli¢itih oblika ponasanja, ukljuc¢ujuc¢i maj¢insko i drustveno

ponasanje te motivaciju i u¢enje (Borbély i sur., 2013.).
2.3.1. Katekolamini

Dopamin, noradrenalin i adrenalin pripadaju skupini katekolamina, monoamina koje
karakterizira katekol, benzenski prsten s dvije hidroksilne skupine (1,2-dihidroksibenzen).
Prekursor sinteze katekolamina je aminokiselina L-tirozin, ¢ijom hidroksilacijom putem
enzima tirozin hidroksilaze nastaje L-3,4-dihidroksifenilalanin (L-DOPA). L-DOPA se potom
DOPA dekarboksilazom prevodi u dopamin koji predstavlja zavr$ni produkt u
dopaminergickim neuronima, dok se u noradrenergickim neuronima prevodi u noradrenalin
putem enzima ®-hidroksilaze. N-metilacijom noradrenalina nastaje adrenalin (Fuller, 1983.).
Dopamin i noradrenalin u srediSnjem ziv€anom sustavu sisavaca djeluju kao neurotransmitori
koji reguliraju razlicite aspekte ponaSanja, dok je uloga adrenalina, osobito zbog njegove vrlo

male zastupljenosti u mozgu joS uvijek neistraZena.

2.3.1.1. Noradrenalin

Noradrenalin se u mozgu moZe otpustati toni¢nim okidanjem noradrenergic¢kih neurona kojim
utjeCe na stanje budnosti, pozornost, stres i upalu, ili faziénim okidanjem kojim povecéava
neuronsku aktivnost kao odgovor na uzbudenje, nagradu ili odbojne podrazaje. Modulirajuci
aktivnost u razli¢itim regijama utjece na fokus, paznju te tako utjece na izvodenje brojnih radnji
1 zadataka. Noradrenalin takoder djeluje kao modulator u funkcioniranju radne memorije te u
procesima pamcenja koji ukljucuju konsolidaciju i plasticnost (O'Donnell i sur., 2012.). Tijela
noradrenergickih neurona u mozgu organizirana su u sedam jezgara (A1-A7) koje su smjeStene
u mozdanom deblu u kompleksima nazvanim locus coeruleus (LC) (A4, A6) i lateralni
tegmentalni sustav (LTS) (Al, A2, A3, A5, A7). Neuroni LTS-a pruzaju svoje uzlazne
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projekcije putem srediSnjeg tegmentalnog trakta u veliki mozak (posebice u septum i amigdalu),
talamus, hipotalamus i mozdano deblo, a silazne projekcije putem bulbospinalnog trakta u lednu
mozdinu. Neuroni smjesteni u LC-u, kao glavni regulatori budnosti, uzbudenja i formiranja
memorije, pruzaju svoje projekcije kroz 3 glavna uzlazna puta, od kojih je najvazniji dorzalni
snop, u skoro sve regije prednjeg mozga, a takoder inerviraju i mali mozak, te lednu mozdinu

(Slika 3.).

Cingulatni Talamus
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\ Hipokampus

Lateralni tegmentalni sustav

Locus coeruleus

Slika 3. Noradrenergicke jezgre i njihove projekcije u mozgu (Wozniak-Kwasniewska, 2013.)

Iako ih je brojc¢ano malo (14 000 — 20 000 stanica u LC-u), noradrenergic¢ki neuroni su vrlo
razgranati. Smatra se da svaki neuron ima priblizno 100 000 zavrSetaka, a pojedinacni neuroni
obi¢no pruzaju projekcije u vise razli¢itih regija mozga. Kod mnogih mozdanih regija postoji
znacajno preklapanje u inervaciji neuronima iz LTS-a i LC-a. Ipak, iznimka su frontalni korteks
1 hipokampus koji su iskljuc¢ivo inervirani neuronima LC-a, te ve¢ina subregija hipotalamusa
koje su inervirane neuronima LTS-a (osim paraventrikularne i suprahijazmatske jezgre kod
kojih postoji preklapanje u inervaciji). Ulazne projekcije u locus coeruleus salju
glutamatergicki i GABAergicki neuroni prefrontalnog korteksa, serotonergicki neuroni jezgara
rafe, glicinergicki neuroni periakveduktalne sive tvari i neuroni lateralnog hipotalamusa koji
luce hipokretin (Stanford, 2013.).
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2.3.1.2. Dopamin

Dopamin je poznat po svojoj vaznoj ulozi u kontroli motorike, motivacije i puta nagrade, te
endokrinoj regulaciji. Takoder ima ulogu u procesiranju emocionalne percepcije, tj. u
prepoznavanju emocionalne znacajnosti podrazaja, nastanku afektivnog stanja i automatskoj
regulaciji emocionalnog odgovora. Dopamin sudjeluje i u procesima uc¢enja i paméenja putem
djelovanja na razvoj sinapticke plasticnosti. Dopaminska inervacija strijatuma utjeCe na
memorijske procese povezane s ponasanjem usmjerenom k cilju i navikama, dok je inervacija
limbickih regija poput hipokampusa i amigdale ukljucena u konsolidaciju memorije za

motivacijski znacajne podrazaje (Wise, 2004.).

Mozdani dopaminergicki sustav sastoji se od skupina neurona koji sintetiziraju dopamin i
izlucuju ga na krajevima svojih aksonskih projekcija u razlicite regije mozga, a dijeli se na Cetiri
glavna puta: nigrostrijatalni, mezolimbic¢ki 1 mezokortikalni, ¢ije su jezgre smjeStene u
srednjem mozgu, te tuberoinfundibularni ¢ije se jezgre nalaze u hipotalamusu. Dopaminergicke
jezgre nigrostrijatalnog puta, koji ima ulogu u kontroli motori¢kih funkcija i ucenju novih
motorickih vjestina, nalaze se u pars compacta supstancije nigre (SN), a pruzaju projekcije
vlakana primarno u dorzalni strijatum, sastavljen od od kaudatne jezgre i putamena (Slika 4.).
Dopaminergicke jezgre mezolimbickog i1 mezokortikalnog puta, koji imaju ulogu u
motivacijskim funkcijama, emocijama i sustavu nagrade, nalaze se u ventralnom tegmentalnom
podrucju (VTA). Neuroni mezolimbi¢kog puta pruzaju projekcije u nukleus akumbens,
olfaktorni tuberkul, septum i amigdalu. Neuroni mezokortikalnog sustava pruzaju projekcije u
medijalni prefrontalni, cingulatni i peririnalni korteks. Budu¢i da postoji znac¢ajno preklapanje
izmedu mezokortikalnth 1 mezolimbickih dopaminskih neurona, cesto se govori o
mezokortikolimbi¢kom dopaminskom sustavu (Wise, 2004., Ayano, 2016.). Ventralno
tegmentalno podru¢je i supstancija nigra primaju podrazaje iz prefrontalnog korteksa,
amigdale, subtalamicke jezgre i jezgara u mozdanom deblu koje projiciraju kolinergicka,
serotonergicka i noradrenergiCka vlakna, te strijatuma i paliduma kao dio mreze bazalnih
ganglija (Grillner i Mercuri, 2002.). Osim ova Cetiri opisana dopaminergic¢ka puta, dopaminski
neuroni iz mozdanog debla inerviraju i hipokampus i talamus. Talamus pretezito inerviraju
aferentna vlakna iz podru¢ja VTA, a u puno manjoj mjeri i iz podru¢ja SN. Iako se smatra da
je kod Stakora dopaminska inervacija prili€no slaba, znaCajno povecanje dopaminergicke
inervacije u talamusu primata ukazuje na evolucijsku vaznost ovog sustava (Varela, 2014.).
Hipokampus je inerviran dopaminergi¢kim vlaknima iz podrucja VTA i LC koja imaju ulogu

u modulaciji hipokampalne memorije vezane uz novitete (Titulaer i sur., 2021.).
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Slika 4. Dopaminergicke jezgre i njihove projekcije u mozgu (izvor: Wikipedia)

2.3.1.2.1. Dopaminski receptori

Djelovanje dopamina ostvaruje se aktivacijom pet podtipova receptora koji su prema sli¢nosti
grade 1 signalizacijskog puta podijeljeni u D1 (D1, DS) 1 D2 (D2, D3, D4) skupinu. Receptori
koji pripadaju D1 skupini nalaze se isklju€ivo na postsinaptickim neuronima gdje aktiviraju
Gasoir proteine koji aktivacijom adenilat ciklaze stimuliraju produkciju ciklickog adenozin
monofosfata (¢cAMP) i time poti¢u djelovanje cAMP-ovisne protein kinaze A (PKA). PKA
fosforilira dopaminom i cAMP-om regulirani neuronalni fosfoprotein (DARPP-32) na jednom
treoninskom ostatku (Thr34) koji u takvom obliku djeluje inhibicijski na protein fosfatazu 1
(PP1) 1 promice fosforilaciju proteina (Greengard i sur., 1998., Hu i sur., 2006.). Povecana
fosforilacija, koja je rezultat kombinacije aktivacije PKA i inhibicije PP1 regulira aktivnost

mnogih receptora, enzima, ionskih kanala 1 transkripcijskih ¢imbenika (Neve 1 sur., 2004.).

Dugoro¢ni ucinci D1 signalizacije nastaju fosforilacijom transkripcijskog ¢imbenika CREB
(eng. cAMP-response element binding protein) te utjecajem na proteine u MAPK (eng.
mitogen-activated protein kinase) signalnom putu koji utjeCu na ekspresiju mnogih gena (Boyd
i Mailman, 2012.) (Slika 5.).
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Receptori iz D2 skupine nalaze se na postsinaptickim i presinaptickim (dopaminergi¢kim)
neuronima gdje sluze kao autoregulatori otpustanja dopamina. Poseban slu¢aj predstavljaju D2
receptori koji ovisno o alternativnom prekrajanju mogu postojati u 2 izoforme, D2L (eng. D2 -
Long) i D2S (eng. D2 - Short) s razlikom u 29 aminokiselina. D2L predominira u ekspresiji i
nalazi se na postsinaptickim neuronima, dok D2S ima ulogu presinaptickog autoreceptora
(Usiello i sur., 2000.). D2 skupina receptora aktivira Gai, proteine koji inhibiraju adenilat
ciklazu, ¢ime sprecavaju stvaranje cAMP-a te tako djeluju suprotno od receptora D1 skupine u
regulaciji supstrata nizvodno od cAMP-a, ukljucuju¢i PKA i DARPP-32. Osim signalizacije
putem adenilat ciklaze, D2 receptori putem ostalih podjedinica G proteina djeluju i na druge
efektore poput ionskih kanala, fosfolipaza, protein kinaza i receptorskih tirozin-kinaza (Neve i
sur., 2004., Boyd i Mailman, 2012.) (Slika 5.).

Dosadasnjim istrazivanjima utvrdeno je da postsinapticki D1 1 D2 receptori mogu djelovati
sinergijski, unato¢ antagonistickom djelovanju preko Ga na signalni put adenilat ciklaze, a
pretpostavlja se da se sinergijski u¢inak odvija preko puteva koji ukljucuju Gpy-ovisnu
modulaciju ionskih kanala, inhibiciju Na+/K+ ATPaze, i aktivaciju fosfolipaze C (PLC) (Neve,
2010.).
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Slika 5. Signalni putevi dopaminergickih receptora (prilagodeno iz Kuhar i sur., 2006.)
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U mozgu su najvisSe eksprimirani D1 receptori, 1 to vrlo gusto u nigrostrijatalnim,
mezokortikalnim i mezolimbi¢kim podruéjima kao $to su nucleus accumbens, strijatum,
supstancija nigra, olfaktorni bulbus, amigdala i frontalni korteks, te u nizim razinama u
hipokampusu, talamusu, hipotalamusu i malom mozgu. D5 receptori eksprimirani su u niskim
razinama u piramidalnim neuronima prefrontalnog korteksa, premotorickom, cingulatnom i
entorinalnom korteksu, supstanciji nigri, hipotalamusu, hipokampusu i dentathom girusu
(Beaulieu i Gainetdinov, 2011.).

Drugi dopaminergicki receptori po zastupljenosti u mozgu su D2 receptori s najve¢om
ekspresijom u strijatumu, nucleus accumbensu i olfaktornom tuberkulu, te malo manjom u
supstanciji nigri, ventralnom tegmentalnom podrucju, hipotalamusu, korteksu, amigdali i
hipokampusu. D3 i D4 receptori imaju ogranic¢eniju rasprostranjenost. Najvise razine ekspresije
D3 receptora nadene su u limbickom podruéju, nucleus accumbensu i olfaktornom tuberkulu.
Najnizu razinu ekspresije ima D4 receptor, a potvrdena je u frontalnom korteksu, hipokampusu,
amigdali, hipotalamusu, globusu palidusu, supstanciji nigri i talamusu. (Ayano, 2016., Beaulieu
i Gainetdinov, 2011.)

Aktivacija dopaminskih receptora najvise je proucavana u kontroli motorike, puta nagrade i
pamcenja. Lokomotorna aktivnost je primarno kontrolirana D1, D2 i D3 receptorima, gdje
aktivacija D1 receptora djeluje umjereno stimulacijski, dok aktivacija D3 receptora djeluje
umjereno inhibicijski. Aktivacija D2 autoreceptora smanjuje otpusStanje dopamina pa manja
koncentracija dopamina inhibira lokomotornu aktivnost, dok veca koncentracija dopamina,
koja je potrebna za aktivaciju postsinapti¢kih D2 receptora, stimulira lokomotornu aktivnost.
D1 1 D2 receptori imaju znacajnu ulogu u u€enju i pamcenju, posebice u funkcioniranju radne
memorije u prefrontalnom korteksu, a ukljuceni su 1 u put nagrade i poja¢ano ucenje uslijed

izloZenosti nagradi (Beaulieu i Gainetdinov, 2011.).
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2.3.2. Ekscitacijski i inhibicijski neurotransmitori

Ekscitacijski glutamat i inhibicijska gama-aminomaslacna kiselina (GABA) su S$iroko
rasprostranjeni i visoko zastupljeni neurotransmitori u mozgu sisavaca. Prekursor sinteze
glutamata i GABA-e u neuronima je glutamin. Glutamin se stvara u astrocitima recikliranjem
glutamata i GABA-¢ ili pak nastaje ,,de novo®, a zatim se prenosi u neurone putem specifiénih
prijenosnika te se ondje pretvara u glutamat pomoc¢u glutaminaze aktivirane fosfatom. U
GABAergickim neuronima dolazi do dekarboksilacije glutamata pomoc¢u enzima glutamat
dekarboksilaze (Hampe i sur., 2018.).

Glutamat i GABA imaju ulogu u svim moZdanim funkcijama i kontroliraju ukupnu razinu
ekscitacije mozga. Ekscitacijsko/inhibicijska ravnoteza posebno je vazna za pravilno
procesiranje senzorickih informacija u somatosenzorickom korteksu jer je tofan trenutak
pobude u odnosu na inhibiciju kljucan za odredivanje smjera selektivnosti neurona. Ravnoteza
izmedu povratne ili prethodne inhibicije te ponavljajuce ekscitacije smanjuje slucajnost

okidanja 1 povecava vremensku preciznost somatosenzorickih neurona (Zhang i Sun, 2011.).

2.3.2.2. GABA receptori

GABA receptori mogu biti ionotropni GABAAa i metabotropni GABAg receptori. GABAergicka
signalizacija nije utemeljena samo na pukoj sinapti¢koj inhibiciji, ve¢ utjeCe na uzorke 1
oscilacije u okidanju neurona koje su vrlo vazne za mehanizme ponasanja (Hampe i sur., 2018.).
GABAAreceptori (GABAAR) su glavni inhibicijski ionotropni receptori u sredi$njem zivéanom
sustavu, gradeni u obliku heteropentamera koji omeduje centralnu poru. Aktiviraju se vezanjem
GABA-¢ ¢ime postaju propusni za ione klora (CI7), te u manjem dijelu i bikarbonatne ione
(HCOz3), koji prolaze niz svoj elektrokemijski gradijent djelujuéi inhibicijski na nastanak
akcijskog potencijala u postsinapticCkom neuronu. GABAAR moze biti graden od Sest tipova o
podjedinica (Gabral, Gabra2, Gabra3, Gabra4, Gabra5, Gabra6), tri tipa f podjedinica
(Gabrbl, Gabrb2, Gabrb3), tri tipa y podjedinica (Gabrgl, Gabrg2, Gabrg3), & (Gabrd),
(Gabre), m (Gabrp) i 6 (Gabrq) podjedinice (McKernan i Whiting, 1996.). Najzastupljeniji
oblik GABAAR sastoji se od al, B2 i y2 podjedinice u omjeru 2:2:1 i ¢ini 43% svih GABAA
receptora u mozgu (Baumann i sur., 2002.) (Slika 6.)

GABAg receptori su heterodimeri sastavljeni od GABAg: i GABAg:2 podjedinice. GABAB:1
podjedinicu nalazimo u dvije glavne izoforme, 1a i 1b, koje nastaju alternativnim prekrajanjem.

GABAg receptori povezani su s Gip proteinima ¢ijom aktivacijom inhibiraju adenilat ciklazu i
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Ca?* kanale ovisne o naponu i poti¢u aktivaciju K* kanala $to uzrokuje produljeno smanjenje

podrazljivosti neurona (Papasergi-Scott i sur., 2020.).

GABA

crd

Slika 6. Prikaz grade najvise zastupljenog oblika GABAA receptora (prilagodeno iz izvora:
https://flipper.diff.org)

2.3.2.3. Glutamatni receptori

Glutamatni receptori mogu biti ionotropni kationski kanali koji se otvaraju vezanjem glutamata
1 omogucuju ulazak natrija i drugih kationa te metabotropni receptori povezani s G proteinima.
Poznata su tri tipa ionotropnih glutamatnih receptora: AMPA receptori (AMPAR, receptor a-
amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolpropionske kiseline), NMDA receptori (NMDAR, N-
metil-D-aspartatni receptor) i kainatni receptori. Takoder postoje tri skupine metabotropnih
glutamatnih receptora (mGIuR) koji se razlikuju u alfa podjedinicama G proteina. Skupina |
(mGluR1, mGluRS5) smjesStena je postsinapticki i vezana je s Gs ili G11 podjedinicama, a
aktvacijom potiCe ekscitaciju neurona. Skupine II (mGIluR2, mGIuR3) i III (mGluR4-8)
smjestene su presinaptic¢ki i vezane su s inhibicijskim Gi ili Go podjedinicama koje inhibiraju

otpustanje neurotransmitora.
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AMPAR pripada ionotropnim glutamatnim transmembranskim receptorima 1 Siroko je
rasprostranjen u svim regijama mozga. Receptor je tetramernog oblika, a moZze biti sastavljen
od 4 podjedinice kodirane razli¢itim genima. Najcesce je simetriénog oblika i sastoji se od dvije
GIuR2 (Gria2) podjedinice i druge dvije podjedinice koje mogu ¢initi GluR1 (Grial), GIuR3
(Gria3) ili GluR4 (Gria4) (Mayer, 2005.). Prisutnost post-transkripcijski modificirane GIuR2
podjedinice Cini ovaj receptor nepropusnim za kalcij, Sto ga razlikuje od NMDA receptora i
potencijalno §titi stanicu od ekscitotoksi¢nosti (Fernandez-Montoya i sur., 2018., Kim i sur.,
2001.). Vezanjem glutamata za AMPAR dolazi do propusnosti kanala za natrij i kalij, a zbog
brzog otvaranja i1 zatvaranja ovaj receptor se smatra glavnim odgovornim za brzi sinapticki
prijenos u srediSnjem ziv€anom sustavu.

NMDAR je heterotetramerni ionotropni glutamatni receptor. Postoje tri podjedinice koje mogu
saCinjavati ovaj receptor: GluN1 (Grinl), GluN2 koju kodiraju Cetiri razli¢ita gena GIUN2A
(Grin2a), GIuN2B (Grin2b), GIuN2C (Grin2c), GIuN2D (Grin2d) te GIuN3 koju kodiraju 2
gena GIuN3A (Grin3a) i GIuN3B (Grin3b). NMDAR najcesce sadrzi dvije GluNT1 i dvije GIUN2
podjedinice (Salussolia i sur., 2011.) (Slika 7.). Prilikom strukturnih istrazivanja NMDAR
zamijecena je razvojna promjena u kompoziciji GIuN2 podjedinica. U prenatalnom periodu
primarno je eksprimirana GluN2B podjedinica, dok ve¢ tijekom ranog postnatalnog razdoblja
njezina ekspresija pada, a raste ekspresija GIUN2A podjedinice u mnogim regijama mozga,
ukljucujuéi talamicke 1 kortikalne neurone. Zbog tih promjena dolazi do prevladavanja
GluN1/GIluN2A oblika NMDAR koji stvara brZe sinapticke struje, te brze postiZze deaktivaciju
1 desenzitizaciju (Myers i sur., 2019.). Ipak, sveukupno gledaju¢i, NMDAR se zatvaraju sporije
nego ostali glutamatni receptori i zato imaju glavnu ulogu u odredivanju duljine trajanja
sinapticke struje. NMDAR se aktivira vezanjem glutamata, no za slobodan protok iona kroz
receptorski kanal potrebna je i prethodna depolarizacija neurona kako bi se uklonili ioni
magnezija koji se u stanju mirovanja vezu za specificna mjesta na receptoru i onemogucuju
prolazak iona. Kada se ostvare oba uvjeta ioni natrija, kalija i kalcija prolaze kroz NMDAR, od
njih je najznacajniji kalcij koji utjece na brojne stani¢ne procese 1 aktivira signalne kaskade koje
poticu sinapti¢ku plasti¢nost (Furukawa i sur., 2005.).

Metabotropni glutamatni receptor 5 (Grm5, mGIuR5) jedan je od osam poznatih glutamatnih
metabotropnih receptora. Visoko je eksprimiran u korteksu, amigdali, bazalnim ganglijima,
olfaktornoj regiji i hipokampusu (Terbeck, 2015.). Grm5, zajedno uz Grm1, pripada Grupi |
metabotropnih glutamatnih receptora koji su vezani uz Gqq proteine i u sinapsi su najéesce
izrazeni na post- i peri-sinaptickoj membrani gdje okruzuju i reguliraju jezgru brzo-

signaliziraju¢ih NMDA receptora, za razliku od Grupe 11 i III koji su smjesteni presinapticki i
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imaju glavnu ulogu u kontroli otpustanja glutamata (Lujan i sur., 1996., Nicoletti i sur., 2011.).
Vezanjem glutamata za Grm5 aktivira se signalni put preko G proteina i fosfolipaze C (PLC)
poticuéi unutarstanicno oslobadanje kalcija i aktivaciju protein kinaze C (PKC) koja pokrece
BDNF-, CREB- i mTOR-signalne puteve. Cimbenici koji utje¢u na to koji ¢e se signalni put
aktivirati jo$ uvijek nisu poznati, ali se pretpostavlja da smjer aktivacije ovisi o tipu stanice i
koncentraciji unutarstani¢nog kalcija (Matosin i sur., 2015.). Postsinapticki Grm5 su fizicki
povezani s NMDAR razli¢itim proteinima te biokemijski preko PKC, preko kojih pridonose
njihovom djelovanju §to daje znacaj ulozi Grm5 u neuralnoj plasti¢nosti, kao i procesima ucenja
i pam¢enja (Cleva i Olive, 2011.). Ipak, 50-90% Grm5 receptora je lokalizirano unutarstani¢no
na vanjskoj i unutarnjoj membrani jezgre te na membranama endoplazmatskog retikuluma.
Aktivacija unutarstani¢nih GrmS receptora ima ulogu u regulaciji nuklearnog kalcija, aktivaciji
transkripcije 1 ekspresiji gena ukljucenih u sinapti¢ku plasti¢nost (Jong i sur., 2009.). Osim
moduliranja ekscitacijske aktivnosti, postoje dokazi da aktivacija Grm5 utjece i na inhibicijske
signalne puteve tako $to modulira funkciju GABAA receptora povecavajuéi postsinapticke
GABA struje preko unutarstani¢nog kalcija i PKC (Hoffpauir i Gleason, 2002.).

Slika 7. Prikaz grade jedne varijante NMDA receptora (prilagodeno iz izvora:
https://jonlieffmd.com)
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2.3.3. Neuropeptidi

Neuropeptidi su mali lanci aminokiselina koji se sintetiziraju u neuronima, a svojom
signalizacijom pridonose razli¢itim funkcijama i procesima poput rasta, razvoja, metabolizma,
reprodukcije i homeostaze (Nissel i Winther, 2010.). Siroko su rasprostranjeni i u regijama
mozga odgovornima za ucenje i paméenje gdje imaju ulogu u neuromodulaciji procesiranja
informacija. Neuropeptidi djeluju preko svojih receptora uzrokuju¢i dugorocne u¢inke putem
aktivacije G proteina i sekundarnih glasnika, a zajedno formiraju kompleksne interakcije s
acetilkolinskim, glutamatnim, dopaminskim i GABA putevima. Najc¢eS¢e proucavani
neuropeptidi vezani uz memorijske procese su vazoaktivni intestinalni peptid, somatostatin,

neuropeptid Y, tahikinini i galanin (Borbély i sur., 2013.).
2.3.3.2. VIP

Vazoaktivni intestinalni peptid (VIP) je peptidna molekula gradena od 28 aminokiselina, a ime
mu potjeCe od njegove vazodilatacijske uloge u probavnom sustavu, odakle je i primarno
izoliran. U srediSnjem ziv€anom sustavu ima ulogu neurotransmitora, neuromodulatora i
neurotrofi¢nog faktora (Borbély i sur., 2013.). VIP svoje ucinke ostvaruje preko VPACI,
VPAC2 i PACI receptora putem aktivacije Gas i stimulacijom cAMP/PKA signalizacijskog
puta (Slika 8.). Neuroprotektivni u¢inci VIP-a mogu biti izravni, putem stvaranja CAMP-a
aktivacijom adenilat ciklaze, i neizravni, putem stimulacije sinteze neurotrofi¢nih ¢imbenika i
inhibicije stvaranja proinflamatornih medijatora u glija stanicama (Deng i Jin, 2017.).

VIP i njegovi receptori najviSe su eksprimirani u hipokampusu, korteksu, talamusu i
suprahijazmatskoj jezgri hipotalamusa Sto ukazuje na njegovu ulogu u kognitivnim funkcijama,
ucenju i cirkadijanom ritmu (Borbély i sur., 2013.).

U hipokampusu je VIP eksprimiran u GABAergickim interneuronima putem kojih djeluje na
druge interneurone preko VPACI receptora u kojima povecava GABA struje, te na piramidalne
neurone u kojima preko VPAC2 receptora pove¢ava NMDA struje i podrazljivost, neovisno o
GABA transmisiji (Cunha-Reis i sur., 2004., Yang i sur., 2009.).

Dokazano je kako disinhibicija hipokampalnih piramidalnih neurona igra klju¢nu ulogu u
regulaciji sinapticke plasti¢nosti hipokampusa, $to lezi u podlozi djelovanja VIP-a na prostorno
ucenje usmjereno ka cilju i motivirano ponasanje u uc¢enju (eng. goal-directed spatial learning,
motivated learning behavior) (Turi i sur., 2019.). VIP je stoga prepoznat kao vazan ¢imbenik u
memorijskim procesima 1 ucenju, koji svoju ulogu ostvaruje modulacijom sinapticke

transmisije i plasti¢nosti (Cunha-Reis i Caulino-Rocha, 2020.).
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Poremecaji ekspresije VIP-a imaju ulogu u poremecajima povezanima s kognitivhom
disfunkcijom, poput depresije, epilepsije, autizma, Alzheimerove bolesti i Parkinsonove bolesti
(Borbély i sur., 2013.).

VIP
lonski kanali v VPAC, Receptor
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Slika 8. Signalni put VIP — VPAC2 receptor (prilagodeno iz Vosko i sur. 2007). Aktivacijom
VPAC2 receptora stimulira se AC/PKA signalni put koji u konacnici djeluje na ionske kanale i
transkripciju putem CREB-a.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Materijal
3.1.1. Zivotinje

U istrazivanju su se koristili Stakori soja Wistar Han (RccHan:WIST), uzgojeni u nastambi
Hrvatskog instituta za istrazivanje mozga (Vivarij HIIM-a, HR POK 006), gdje je provedeno
izlaganje hipoksiji pod vodstvom prof.dr.sc. Natase Jovanov Milosevié. Stakori stari 30 dana
starosti Stakori su dopremljeni na Zavod za animalnu fiziologiju Bioloskog odsjeka
Prirodoslovno-matematickog fakulteta. Stakori su odvojeni po spolu i tretmanu te su po 3-4
zivotinje smjestene u plasti¢ne kaveze sa slobodnim pristupom hrani (Standard Diet 4RF 21
GLP certificate, Mucedola, Italija) i vodi. Kavezi su se nalazili u prostoriji smjestenoj uz
laboratorij za pokuse pri temperaturi (22°C £ 2°C) i dvanaestosatnom rezimu svjetla i tame.

Zivotinje su tijekom boravka u nastambi redovito vagane te im je zabiljeZena tjelesna masa.

U testovima ponaSanja koriSteno je ukupno 95 Stakora, iz 3 vremenski razmaknuta okota,
podijeljenih po spolu i tretmanu. Hipoksi¢na skupina sastojala se od 48 Stakora (24 muZzjaka,
24 7enke), a kontrolna od 47 Stakora (25 Zenki, 22 muzjaka). Svi Stakori su u adolescentnoj
dobi (PND 33-45) podvrgnuti bateriji testova ponaSanja. Posljednji okot - 16 hipoksi¢nih (8
muzjaka, 8 Zenki) 1 15 kontrolnih (7 muzjaka 1 8 Zenki) Zivotinja - je nakon testova ponasanja
zrtvovan (PND 50) te je njihovo mozdano tkivo iskoriSteno za biokemijska i molekularno-

geneticka istraZivanja.

Studiju je odobrilo Eticko povjerenstvo Prirodoslovno-matematickog fakulteta, SveuciliSte u
Zagrebu (URBROJ: 251-58-10617-20-161), a provedeno je u skladu sa Zakonom o zastiti
zivotinja (NN 102/2017) te Pravilnikom o za$titi Zivotinja koje se koriste u znanstvene svrhe
(NN 55/13).
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3.1.2. Uredaji i pribor

Testovi ponasanja:

Otvoreno polje (eng. Open field)

Ploca s rupama (eng. Hole board)

T-labirint (eng. T-maze)

Aparat za test drustvenog odabira (eng. Social choice test)

Digitalna vaga Kern KB 2000-2N, d = 0,01 g : 2000 g (Kern, Njemacka)
Kamera RYK —2B93L2/1P (YOKO Technology Corp., Tajvan)

Program EthoVisionXT13 (Noldus Information Technology Inc., Nizozemska)

Molekularna istrazZivanja:

Analiticka vaga ABS 220-4,d = 0,01 g : 220 g (Kern, Njemacka)
Centrifuga 5415 C (Eppendorf, Austrija)

Centrifuga 5424 R (Eppendorf, Austrija)

Cita¢ mikroplo¢a Bio-Rad Model 550 (Bio-Rad, SAD)

Digitalna vaga, EG 220-3NM, d = 0,001 g : 220 g (Kern, Njemacka)
Kivete UVette Starter Set (Eppendorrf, Austrija)

Mjesalica IKA®KS 130 basic (IKA, Njemacka)

Mikrocentrifuga Quickspin (Cleaver Scientific, Velika Britanija)
PCR uredaj GeneAmp PCR System 2700 (Applied Biosystems, SAD)
qPCR uredaj AB 7300 (Applied Biosystems, SAD)

qPCR uredaj qTower3 (Analytik Jena, Njemacka)

gPCR program za analizu 7300 System SDS v1.4. software (Applied Biosystems, SAD)

qPCR program za analizu qPCRsoft 4.0 (Analytik Jena, Njemacka)

Ultrazvuéni homogenizator, Bandelin electronic UW 2070 s uredajem Bandelin Sonoplus HD

2070 (Bandelin, Njemacka)
UV-VIS spektrofotometar Libra S22 (Biochrom, Velika Britanija)

Uredaj za elektroforezu Power pac 300, Bio-Rad s kadicom Sub-Cell® GT Basic (Bio-Rad,

SAD)
Vortex genius 3 (IKA, Njemacka)
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3.1.3. Otopine, kemikalije i kompleti

Kemikalije:

Agaroza (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Njemacka)

AmpliTaq DNA polimeraza (250 U, 5 U/uL) (Applied Biosystems, SAD)
BlueJuice™ pufer za nanoSenje na gel (10x) (Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, Litva)
dNTP Mix (10 mM) (Applied Biosystems, SAD)

H>0 bez nukleaza (bez DEPC) (Ambion, SAD)

Izofluran (C3H2CIF50; Mr = 184,49 g/mol) (Baxter, SAD)

MgCl2 (25 mM) (Applied Biosystems, SAD)

MuLYV reverzna transkriptaza (5000 U, 50 U/uL) (Applied Biosystems, SAD)
Oligo d(T) 16 pocetnice (50 uM) (Applied Biosystems, SAD)

gqPCR pocetnice i sonde - Tagman assay (Applied Biosystems, SAD)

RNazni inhibitor (2000 U, 20 U/uL) (Applied Biosystems, SAD)

SYBR™ Safe boja za gel (Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, Litva)
TagMan gene expression master mix (Applied Biosystems, SAD)

TE pufer pH 8.0 (Ambion, SAD)

10x PCR pufer Il (Applied Biosystems, SAD)

Kompleti:
RNAqueous-4PCR (Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, Litva)
3-CAT Research ELISA (Demeditec Diagnostics GmbH, Njemacka)

Otopine:

Deproteinizacijska otopina:

0,01 N Klorovodi¢na kiselina (HCI), 37 %, p.a. (Gram-Mol, Hrvatska)

1 mM EDTA (C10H14N2Na208 X 2H20) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Njemacka)
4 mM Natrijev metabisulfit (Na2S205) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Njemacka)
dH20

0,5X TBE pufer:

45 mM TRIS baza (C4H11NO3), Mr = 121,14 (Applichem GmbH, Njemacka)

45 mM Borna kiselina (H3BO3), Mr = 61,83 (Gram-Mol, Hrvatska)

1 mM EDTA (C10H14N2Na208 X 2H20) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Njemacka)
dH20
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3.2. Metode

3.2.1. Izlaganje neonatalnih Stakora uvjetima akutne normobaricne hipoksije

Tretman hipoksije izvrSen je prema modifikaciji protokola iz rada Zhang i sur. (2013.) na
Hrvatskom institutu za istraZivanje mozga. Prvog postnatalnog dana (PND1) Stakori su
odvojeni od majke i razvrstani po spolu i tretmanu. Eksperimentalni Stakori smjesteni su na 2h
u grijanu (= 27°C), normobari¢nu hipoksijsku komoru (8% O: u 92% Nz2) sa senzorom za kisik,
termometrom, higrometrom i apsorbensom za ugljikov dioksid. Kontrolni S$takori su
istovremeno smjesteni u zasebni kavez pri normoksi¢nim uvjetima (21% O., 78% N2), takoder
opremljen termometrom 1 higrometrom (Slika 9.). Nakon tretmana, eksperimentalni Stakori su
trajno oznaceni zarezivanjem distalne falange desnog kaziprsta, a kontrolni lijevog, te su

vraceni u kavez s majkama.

Slika 9. Izlaganje $takora hipoksi¢nim (lijevo) i normoksi¢nim (desno) uvjetima
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3.2.2. Testovi ponasanja

Nakon §to su dopremljeni na Prirodoslovno-matematicki fakultet, Stakori su prosli 3 dana
prilagodbe na novu nastambu i eksperimentatora, tijekom koje su i oznaceni povlacenjem crta
na repu flomasterom (oznake 1-5 unutar svakog kaveza). Baterija testova ponasanja, koja se
sastojala od testova u otvorenom polju, ploci s rupama, T-labirintu 1 aparatu za drustveni odabir,
provedena je u adolescentnoj (PND33-PND45) dobi, svakodnevno u razdoblju od 13h do 17h.
Nakon testiranja svake zivotinje, aparatura je ocis¢ena antiseptikom (0,5%-tna otopina
neoform® MED F). Test ponasanja u otvorenom polju i test druStvenog odabira snimani su

kamerom i naknadno analizirani programom EthoVisionXT13.
3.2.2.1. Test u otvorenom polju

Otvoreno polje ¢ini Cetvrtasta kutija od neprozirnog pleksiglasa dimenzija 80 cm x 80 cm x 70
cm. Na pocetku testiranja, svaki Stakor je postavljen u srediSte polja te mu je dopuSteno da
slobodno istrazuje prostor tijekom 5 minuta (Slika 10.). Mjereni parametri bili su: duljina
prijedenog puta (cm) i vrijeme provedeno u kretanju (s) kao pokazatelji lokomocije te broj
propinjanja (uspravno tijelo uz odignute prednje Sape), kao pokazatelj eksploratornog

ponasanja (Hall 1 Ballachey, 1932.).

Slika 10. Test u otvorenom polju
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3.2.2.2. Test na ploci s rupama

Ploca s rupama je Cetvrtasta kutija od neprozirnog pleksiglasa, dimenzija 80 cm x 80 cm x 70
cm, na ¢ijem se dnu nalazi drvena plo¢a sa 16 ravnomjerno postavljenih rupa (4 x 4), promjera
4 cm (File i Wardill, 1975.), fiktivno podijeljenih na 4 sredisnje i 12 rubnih (Slika 11.). Na
pocetku testiranja svaki je Stakor postavljen na sredinu ploce nakon €ega se tijekom 5 minuta
registrirao broj posjecenih rupa. Rupe se smatraju ,,posje¢enima‘ ako Stakor u njih uroni glavu
do iznad razine o¢iju. Ukupan broj posjecenih rupa smatra se mjerom eksploratornog ponasanja,

a postotak posjecenosti sredi$njih rupa mjerom anksioznog ponasanja.

Slika 11. Test na plo¢i s rupama. Crveni kvadrat oznacava sredi$nje rupe.

3.2.2.3. Test u T-labirintu

T-labirint je izraden od crnog pleksiglasa, srediSnjeg kraka dimenzija 70 cmx 35cmx 10 cm 1
postrani¢nih krakova dimenzija 55 cm x 35 cm x 10 cm, a koristi se za mjerenje prostornog
pamcenja (Olton, 1979.; Slika 12.). Testiranje je zapocelo nultim danom u kojem su se Stakori
jednom propustili kroz labirint kako bi se odredio njihov prirodni odabir kraka, nakon ¢ega im
se nagrada (hrana) tijekom cijelog testiranja stavljala na suprotni krak labirinta. Tijekom pet
konsekutivnih dana testiranja svaki je Stakor imao 10 pokuSaja u nizu, u trajanju od 1 minute,
da pronade hranu te se biljezio broj uspjesnih pokusSaja. Radi ve¢e motivacije, Stakorima je 24h
prije pocetka testiranja uklonjena hrana iz kaveza, te su tijekom ¢itavog testiranja imali pristup

hrani samo jedan sat dnevno, nakon odradenog testa.
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Slika 12. T-labirint

3.2.2.4. Test drustvenog odabira

Test druStvenog odabira koriSten je za mjerenje druStvenog ponaSanja (Crawley, 2004.), a
aparatura se sastojala od neprozirnog pleksiglasa dimenzija 90 cm x 90 cm x 50 cm s tri jednaka
odjeljka koja su spojena vratima (Slika 13.). U jedan rubni odjeljak postavljen je predmet, a u
drugi rubni odjeljak mali kavez s nepoznatim Stakorom istog spola i soja. Test je zapoceo
postavljanjem testnog Stakora u sredis$nji odjeljak sa zatvorenim vratima, kako bi se prilagodio
na novu okolinu tijekom pocetnih 5 minuta. Nakon toga su otvorena vrata prema rubnim
odjeljcima i Stakorima je dopusteno da slobodno istrazuju predmet i/ili drugog Stakora. Vrijeme
boravka izvan srediSnjeg odjeljka (s) predstavljalo je mjeru razine anksioznosti, vrijeme u
aktivnom istrazivanju (s) objekta ili Stakora predstavljalo je mjeru eksploratornog ponasanja, a
postotak vremena provedenog u aktivhom istraZivanju jedinke u odnosu na predmet mjeru

socijabilnosti.
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Slika 13. Test drustvenog odabira

3.2.3. Prikupljanje i homogenizacija uzoraka moZdanog tkiva

Skupina adolescentnih §takora Zrtvovana je dekapitacijom 50. postnatalnog dana. Zivotinja je
neposredno prije Zrtvovanja donesena iz nastambe u laboratorij (preko puta), izvagana i
smjeStena u komoru s inhalacijskim anestetikom izofluranom do pojave jasnih znakova
anestezije. Nakon brze dekapitacije, Stakoru je uklonjen gornji dio lubanje te je spatulom
pazljivo izvaden mozak na komadi¢ aluminijske folije, izvagan i postavljen na zaledeni blok.
Pomocu skalpela i Zileta, iz obje hemisfere izdvojeni su somatosenzoricki korteks, hipokampus,
talamus 1 mozdano deblo, poloZeni u prethodno izvagane mikroepruvete, brzo izvagani na
digitalnoj vagi 1 pohranjeni u teku¢i dusik (korteks, hipokampus i1 talamus) ili u suhi led
(moZzdano deblo).

Mikroepruvete su, jedna po jedna, pincetom izvadene iz posude s teku¢im duSikom, u njih je
pipetom dodano 12 volumena otopine za lizu te je uslijedila homogenizacija ultrazvu¢nim
homogenizatorom 15-20 sekundi. Nakon svakog uzorka, sonda je oCis¢ena etanolom. Uzorci
su pohranjeni pri -80°C, do izolacije RNA.

Uzorci mozdanog debla homogenizirani su u 5 volumena deproteinizacijske otopine
ultrazvu¢nim homogenizatorom 10 sekundi te su zamrznuti pri -20°C do mjerenja koncentracije

katekolamina.
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3.2.4. Mjerenje koncentracije katekolamina

Koncentracije katekolamina u uzorcima mozdanog debla odredene su enzimskim imunotestom
na Cvrstoj fazi (eng. enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA) pomoc¢u komercijalno
dostupnog kompleta 3CAT ELISA. lako ovaj komplet ima moguénost mjerenja razine 3
katekolamina (adrenalina, noradrenalina i dopamina), zbog vrlo niske koncentracije adrenalina
u mozdanom deblu te njegove upitne uloge u mozdanim funkcijama sisavaca, odlucili smo
mjeriti samo razinu dopamina i noradrenalina. Ovaj test zasniva se na kompetitivnoj enzimskoj
metodi u kojoj se antigen iz uzorka natjece s referentnim antigenom, pri¢vrséenim u jazicama
mikrotitarske plo¢ice, za vezanje na odredenu koli¢inu oznadenog protutijela. Sto je veéa
koncentracija antigena u uzorku, to ¢e se manje protutijela vezati za referentni antigen u

jazicama, te ¢e se proizvesti slabiji signal.

Ekstrakcija katekolamina provedena je u ekstrakcijskoj plocici iz kompleta u koju su dodani
standardi, kontrole i uzorci zajedno s 25 pL TE pufera. Ploc¢ica je pokrivena adhezivnom
folijom i stavljena 60 minuta na mijeSalicu (600 o/min) pri sobnoj temperaturi. Nakon
inkubacije, jaZice su ispraznjene i dva puta isprane s 1 mL pufera za ispiranje, nakon ¢ega je u
njih dodano 150 pL acilacijskog pufera i 25 pL acilacijskog reagensa. Plocica je pokrivena
adhezivnom folijom i stavljena 20 minuta na mijeSalicu (600 o/min) pri sobnoj temperaturi. Po
zavrSetku mijesSanja, plocica je dvaput isprana te je u svaku jazicu dodano 200 pLL HCI. Plocica
je stavljena na mijesalicu (600 o/min) 10 minuta, nakon ¢ega je 190 uL standarada, kontrola i
uzoraka pipetirano u mikrotitarsku plo¢icu. U svaku jazicu dodano je po 50 uL enzimske
otopine, plocica je stavljena na mijesalicu (600 o/min) jednu minutu, te potom u inkubator 2
sata pri 37°C. Nakon inkubacije, standardi, kontrole 1 uzorci pipetirani su u noradrenalinsku 1
dopaminsku mikrotitarsku plocicu te je u svaku dodano 50 pL odgovaraju¢eg antiseruma.
Ploc¢ice su mijeSane 1 minutu i1 ostavljene 17 h na inkubaciji u hladnjaku pri 4°C. Nakon
inkubacije jazice su ispraznjene i Cetiri puta isprane s 300 uL pufera za ispiranje, nakon cega je
u njih dodano 100 pL enzimskog konjugata. Plo¢ica je pokrivena adhezivnom folijom 1
stavljena na inkubaciju 30 min pri sobnoj temperaturi, uz mijesanje na mijesalici (600 o/min).
Po zavrSetku inkubacije, jazice su ispraznjene i Cetiri puta isprane s 300 uL pufera za ispiranje,
nakon ¢ega je u njih dodano 100 pL supstrata. Plo¢ica je pokrivena adhezivnom folijom te
potom omotana aluminijskom folijom kako bi se sprijeila izloZenost sunéevom svjetlu.
Uslijedila je inkubacija od 25 min pri sobnoj temperaturi, uz mijeSanje na mijeSalici (600
o/min), nakon koje je dodana otopina za zaustavljanje reakcije. Apsorbancija je izmjerena

unutar 10 minuta na ¢itac¢u mikroploc¢a (eng. microplate reader) pri valnoj duljini 450 nm. 1z
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bazdarnih pravaca ovisnosti apsorbancije o logaritmu koncentracije standarada, odredena je
koncentracija katekolamina u uzorcima koriste¢i 4-parametarsku Krivulju s nelinearnom
regresijom (4PAR) u programu GraphPad Prism 7. Dobivene koncentracije katekolamina
(KAT) preracunate su s obzirom na korekcijski faktor (KF), volumen homogenata (H) 1 masu

mozdanog debla (MD) te su izraZzene kao pg katekolamina / mg tkiva.

_ 30 pL (volumen dodanih standarada)

KF

2 uL (volumen dodanog uzorka)

KF x KAT (22) x H (mL)
MD (mg)

pPgKAT/ mgtkiva =

3.2.5. 1zolacija RNA

Homogenizirani uzorci hipokampusa, somatosenzorickog korteksa i talamusa koristili su se za
izolaciju ukupne RNA koja je provedena pomoc¢u komercijalno dostupnog kompleta. Prema
uputama iz kompleta, u svaki uzorak dodan je volumen 64% etanola jednak volumenu
homogenata. Otopina lizat/etanol je lagano promijeSana okretanjem mikroepruvete nakon ¢ega
je filtrirana kroz kolonu uz centrifugiranje 1 minutu pri 10 000 x g. Filtrat je potom odbacen, a
kolona je isprana jednom sa 700 pL otopine za ispiranje 1, te dva puta s 500 puL otopine za
ispiranje 2. Nakon svakog ispiranja slijedilo je centrifugiranje (1 min, 10 000 x g) te odlijevanje
filtrata. Isprana kolona je premjeStena u ¢istu mikroepruvetu te je na sredinu filtera dodano 50-

65 uL zagrijane elucijske otopine (75°C).

Nakon centrifugiranja (I min, 10 000 x g) kolona je bacena, a eluat je podvrgnut tretmanu
DNazom kako bi se uklonila genomska DNA. U svaki eluat dodan je 0,1 volumen 10x DNaznog
pufera i 1 uL DNaze I (2 U/uL) nakon ¢ega su eluati inkubirani u termobloku 20 minuta pri
37°C. Nakon inkubacije uslijedila je inaktivacija enzima dodavanjem 0,1 volumena DNaza
inaktivacijskog reagensa uz centrifugiranje (1 min, 7 000 x g) kako bi se istaloZile njegove

Cestice. Supernatant je odvojen i prebacen u nove mikroepruvete.

Alikvot otopine RNA (2 uL RNA + 98 uL TE pufera) koristen je za odredivanje koncentracije
1 Cisto¢e uzoraka mjerenjem apsorbancije spektrofotometrom pri valnoj duljini 260 i 280 nm.

Omjer A260/A280 u vrijednostima 1,8 — 2,1 ukazivao je na ¢istocu izolirane RNA.
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Drugi alikvot otopine (2 uL) koriSten je za provjeru cjelovitosti RNA elektroforezom na 1%
agaroznom gelu. Za pripremu gela koristeno je 60 mL 0,5x TBE pufera, 0,6 g agaroze i 6 uL
boje SYBR Safe. Prilikom nanoSenja uzoraka na gel, 2 uL RNA pomijesano je s 2 uL
formaldehidne boje za nanosSenje koja se nalazila u sklopu kompleta. Elektroforeza se odvijala
30 minuta pri 60V, a gel je vizualiziran i slikan pod UV svjetlom. Dobro vidljive pruge veli¢ine

4,71 1,9 kb, u pribliznom omjeru 2:1, ukazivale su na cjelovitost RNA.

3.2.6. Sekvenciranje RNA

Za svaku od izdvojenih mozdanih regija, odabrana su po 4 uzorka RNA visoke koncentracije i
kvalitete iz hipoksicne i kontrolne skupine Zivotinja te su poslana u Novogene (UK) Co., Ltd
na sekvenciranje (RNA-Seq) s ciljem uocavanja diferencijalne ekspresije gena potaknute
hipoksijom. Postupak se sastojao od kontrole kvalitete RNA, pripreme biblioteke mMRNA uz
poliA-obogacivanje, sekvenciranja na uredaju NovaSeq 6000 PE150, poravnanja i standardne
bioinformaticke analize diferencijalne ekspresije. Za potrebe ovog doktorskog rada, a u skladu
s ciljevima, dobivenu bazu podataka koristili smo samo za odabir gena od interesa ¢iju smo

diferencijalnu ekspresiju provjerili pomoc¢u kvantitativnog PCR-a.

3.2.7. Reverzna transkripcija i provjera uspjeSnosti metodom PCR

1 pg kupne RNA svakog uzorka hipokampusa, somatosenzorickog korteksa i1 talamusa
prepisano je u cDNA reverznom transkripcijom (eng. reverse transcription, RT) pomocu
enzima MuLV reverzne transkriptaze i oligo dT pocetnica u ukupnom volumenu od 20 pL
slijedeci upute proizvodaca (Tablica 2.). Uvjeti reverzne transkripcije prikazani su u Tablici 3.
UspjeSnost reverzne transkripcije provjerena je metodom lancane reakcije polimerazom (eng.
polymerase chain reaction, PCR) pomoc¢u pocetnica za pozitivnu kontrolu (eng. positive
control primers) koje dolaze uz komplet za izolaciju RNA. Sastav reakcijske smjese koristen
za PCR naveden je u Tablici 4, a uvjeti reakcije u Tablici 5. Prisutnost produkata PCR reakcije
provjerena je elektroforezom na 1,5 % gelu. Za pripremu gela koriSteno je 60 mL 0,5x TBE
pufera, 0,9 g agaroze i 6 uL boje SYBR Safe. Prilikom nanosenja uzoraka na gel, 3 uL PCR
produkta pomijesano je s 3 pL 2x BlueJuice pufera za nanoSenje. Elektroforeza se odvijala 20
minuta pri 80V, a gel je vizualiziran i slikan pod UV svjetlom. Nakon provjere uspjesnosti,

cDNA je pohranjena pri -20°C do kasnije upotrebe.
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Tablica 2. Prikaz kori$tenih reagensa za reverznu transkripciju u ukupnom volumenu od 20 pL

Reagensi za reverznu transkripciju
(RT) Pocetna koncentracija Zavr$na koncentracija
Oligo d(T) 16 pocetnice 50 uM 2,5 uM
MgCl> 25 mM 5mM
PCR pufer Il 10x 1X
mjesavina ANTP 10 mM 1mM
RNazni inhibitor 20 U/uL 1 U/uL
MuLV reverzna transkriptaza 50 U/uL 1,25 U/uL
H.O (bez RNaza) + RNA (1 pg) 0,11 pg/pL 0,05 pg/ul
Tablica 3. Prikaz uvjeta za RT
Inkubacija Vezanje pocetnica | Reverzna transkripcija Igzﬁgi\ﬁgij
65°C 25°C 37°C 95°C
5 min 10 min 60 min 5 min

Tablica 4. Prikaz koristenih reagensa za PCR za provjeru uspjesnosti RT u ukupnom volumenu od

15ul
Reagensi za PCR Pocetna koncentracija Zavr$na koncentracija
H>0 (bez nukleaza) - -
MgCl, 25 mM 1,5mM
PCR pufer Il 10x 1x
mjesavina ANTP 10 mM 0,8 mM
Pocetnice za pozitivnu kontrolu 5uM 0,25 uM
AmpliTaq polimeraza 5 U/uL 0,037 U/uL
cDNA 50 ng/uLL Sng/ulL
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Tablica 5. Prikaz uvjeta PCR reakcije za provjeru uspjesnosti RT

Pre- Konacno
. Denaturacija PCR (35 ciklusa) produljivanje
denaturacija
lanca
Vezanje Produljivanje lanca
95°C 94°C podetnica Jivan 72°C
o 72°C
55°C
1 min 30 sek 30 sek 30 sek 5 min

3.2.8. Kvantitativni PCR

Relativna genska ekspresija odredena je metodom kvantitativne lan¢ane reakcije polimerazom
(eng. quantitative polymerase chain reaction, qPCR) koriste¢i komercijalno dostupne Tagman
pocetnice sa fluorescentno obiljezenim sondama. Ukupni reakcijski volumen od 20 uL
sadrzavao je 10 uL master mixa, 1 uL pocetnica i sondi za endogenu kontrolu (referentni gen)
ili gen od interesa, 7 uL vode bez nukleaza i 2 uL cDNA (oko 30 ng po reakciji). Za svaki je
uzorak reakcija provedena u triplikatu. Za odredivanje relativne ekspresije dopaminskih
receptora koristen je uredaj AB 7300 Real-Time PCR System, a rezultati amplifikacije su
analizirani pomocu programa 7300 System SDS vl1.4.. Za odredivanje relativne ekspresije
ostalih gena koriSten je novonabavljeni uredaj qTower3, a rezultati amplifikacije su analizirani
pomocu programa qPCRsoft 4.0. Uvjeti za qPCR reakcije prikazani su u Tablici 6, a popis svih
testiranih endogenih kontrola i gena od interesa nalazi se u Tablici 7. Razine cDNA gena od
interesa (GOI) normalizirane su prema endogenoj kontroli (GEK, srednja vrijednost dvaju
referentnih gena, koja sluzi za kontrolu pocetne kolicine tkiva) 1 kalibratoru (KAL, uzorak
nanesen na sve ploc€ice, koji sluzi kontroli uvjeta reakcije), te je izracunata relativna razina

ekspresije svakog gena pomocu formule:

ACt= Ctgor— Ctgeg|

CtActb+CtHprtl
2

Ctgex =
ACtnorm = ACt— ACtgar

Normalizirana ekspresija ciljnog gena = 2" 2“™ory 100
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Tablica 6. Prikaz uvjeta gPCR reakcije

Inkubacija Aktivacija polimeraze PCR (40 ciklusa)
o o Denaturacija Vezanje pocetnica /
S0°C 95°C 95°C produljivanje lanca 60°C
2 min 10 min 15 sek 60 sek
Tablica 7. Endogene kontrole i geni od interesa analizirani gPCR-om
Oznaka . .
Endogena kontrola (GEK) TagMan eseja Boja Tkivo
VIC- .
Actb B-Aktin Rn00667869 m1 | MGB_PL Sva tkiva
Hipoksantin VIC- .
Hprtl fosforiboziltransferaza 1 Rn01527840 m1 | MGB_PL Sva tkiva
Gen od interesa (GOI)
Drd1 Dopaminski receptor D1 Rn03062203_s1 | FAM-MGB Sva tkiva
Drd2 Dopaminski receptor D2 Rn00561126_m1 | FAM-MGB Sva tkiva
Dopaminom i CAMP-om
regulirani fosfoprotein Mr 32 Talamus
Ppplrib | 000 (DARPP-32) Rn01452984 m1 | FAM-MGB
Podjedinica protein kinaze A Talamus
Prkar2a (Rlla) Rn00709403_m1 | FAM-MGB
1C regulatorna podjedinica
S Talamus
Ppplrlc PP1 /inhibitor 5 PP1 (IPP5) | Rn01513845 m1 | FAM-MGB
Podjedinica NMDA Somatosenzoricki
Grin2a receptora (GIuN2A) Rn00561341_m1 | FAM-MGB korteks
Podjedinica AMPA receptora Somatosenzoricki
Gria2 (GIuA2) Rn00568514 m1 | FAM-MGB korteks
Metabotropni glutamatni Somatosenzoricki
Grm5 receptor 5 (MGIURb5) Rn00566628 _m1 | FAM-MGB korteks
Bz podjedlnlca GABAA Somatosenzoriéki
Gabrb2 | receptora RN00564149 m1 | FAM-MGB korteks
Vazoaktivni intestinalni Hinokamous
VIP peptid Rn01430567_m1l | FAM-MGB pokamp
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3.2.9. Statisticka obrada rezultata

Rezultati su statisticki obradeni programima GraphPad Instat 3.01 (GraphPad Software, Inc.,
La Jolla, CA, USA) i JMP 11.2 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). Normalnost raspodjele
testirana je Kolmogorov-Smirnovljevim testom. Dvostrukom analizom varijanci (eng. Two-
way ANOVA), na originalnim ili transformiranim vrijednostima, provjeren je utjecaj tretmana
i spola na mjerene varijable. Jednovarijantni split-plot pristup za analizu varijanci ponovljenih
mjerenja (eng. Repeated measures ANOVA) koristen je za analizu utjecaja hipoksije i dana
testiranja na uspjes$nost u¢enja u T-labirintu. Post-hoc analiza izvrSena je pomoc¢u Tukey-evog
testa (eng. Tukey's honest significance test — HST). Korelacija mase i uspje$nosti u T-labirintu
provjerena je Pearsonovim testom. Rezultati u radu su prikazani kao srednja vrijednost (eng.
mean, M) + standardna pogreska (eng. standard error of mean, SEM). Vrijednosti parametara
koje su se razlikovale viSe od dvije standardne devijacije od prosjecne vrijednosti za skupinu
(eng. outliers) izostavljene su iz statistickih analiza. U slu¢aju p<0,05 rezultati su prihvaceni

kao statisticki znacajni.
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4, REZULTATI

4.1. Masa Zivotinja
4.1.1. Prirast mase tijekom sazrijevanja

Srednje vrijednosti masa zivotinja razvrstanih po tretmanu i1 skupini usporedili smo po okotu
(PND1), nakon odvajanja od majke (PND30) i prije zZrtvovanja (PND50) (Slika 14.).
Dvosmjerna analiza varijance pokazala je da izmedu novorodenih $takora nema razlike u masi
ni s obzirom na spol (p=0,540), ni s obzirom na dodjeljenost kontrolnoj skupini ili skupini koja
¢e biti podvrgnuta hipoksiji (p=0,658). Na masu tridesetog postnatalnog dana znacajan utjecaj
imali su spol (91,8 £2,0 g z. vs 100,8 £ 2,1 g m.; F=9,58; p=0,003) i tretman (89,6 + 2,0 g k.
vs 102,9 + 2,0 g h.; F=21,25; p<0,0001), $to je postalo jo$ izraZenije pedesetog postnatalnog
dana (148,0 £ 2,8 g z. vs 199,6 + 2,9 g m.; F=166,69; p<0,0001 i 57,9 £+ 29 g k. vs 189,6 g =
2,8 h.; F=62,77; p<0,0001). Interakcija spola i tretmana nije zna¢ajno utjecala na tjelesnu masu

(p=0,148 za PND1, p=0,634 za PND30 i p=0,553 za PND 50).

250+
_E 1 kontrolne Zzenke
200 —_ E== kontrolni muzjaci
* o nl . - v
— ] = = hipoksicne zenke
2 150- | = POBIENS =eneE.
@ ml= =1 hipoksicni muzjaci
S — e
g 1007 o
50 - =
olmm e e 2

PND1 PND30 PND50

Slika 14. Masa kontrolnih i hipoksi¢nih $takora izmjerena prvog (9 kz, 13 km, 11 hz, 11 hm)
tridesetog (18 kz, 16 km, 17 hz, 17 hm) 1 pedesetog (8 kz, 7 km, 8 hz, 8 hm) postnatalnog dana.
Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost i standardna pogreska (M+SEM). *p<0,001,
dvosmjerna analiza varijance
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4.2. Testovi ponasanja

4.2.1. Test u otvorenom polju

4.2.1.1. Horizontalno kretanje

Na Slici 15. su prikazani rezultati testa u otvorenom polju provedenog 33. postnatalnog dana.
Lokomotorna aktivnost mjerena je kao prijedeni put i vrijeme provedeno u pokretu.
Dvosmjerna analiza varijance pokazala je znacajan utjecaj spola na ukupni prijedeni put (2002
+79 cm z. vs 1729 + 82 cm m.; F=5,74; p=0,020) i vrijeme provedeno u pokretu (178 £ 5 s 7.
Vs 162 + 5 s m.; F=4,96; p=0,029). Tretman 1 interakcija spola i tretmana nisu imali znacajan

utjecaj na prijedeni put (p=0,365; p=0,796) i vrijeme u pokretu (p=0,962; p=0,655).

A) . B) ¥ 1 Kontrolne Zenke
2500- [ 200- L X Hipoksiéne zenke
ol s
T . v .
20001 L — 150 = E& Kontrolni muzjaci
3 D : =3 Hipoksicni muzjaci
©, 15004 ‘;‘
g E 100
= 1000+ =
= S
500+ B0
0 L} T 0 T

zenke muzjaci zenke muzjaci

‘Slika 15. Horizontalno kretanje kontrolnih (19 z, 15 m) i hipoksi¢nih (16 Z, 17 m) Stakora u
otvorenom polju. A) Prijedeni put; B) Vrijeme u pokretu. Rezultati su prikazani kao srednja
vrijednost i standardna pogreska (M+SEM). * p<0,05, dvosmjerna analiza varijance.
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4.2.1.2. Vertikalno kretanje

U testu otvorenog polja mjerena je i aktivnost propinjanja (podizanje zivotinje na straznje
noge). Naslici 16. prikazani su ukupni broj propinjanja, propinjanje bez potpore (na otvorenom
prostoru aparata) te propinjanje s potporom (uza zid aparata). Dvosmjerna analiza varijance
pokazala je znacajan utjecaj tretmana na ukupan broj propinjanja (16,4 + 1,0 k. vs 20,4 + 1,1
h.; F=7,6; p=0,008) i na propinjanje s potporom (13,8 + 0,9 k. vs 18,4 + 0,9 h.; F=13,27;
p=0,0005), dok spol i interakcija spola i tretmana nisu imali znacajan utjecaj na ukupan broj
propinjanja (p=0,166; p=0,184) i na propinjanje s potporom (p=0,624; p=0,389). Na propinjanje
bez potpore spol, tretman te interakcija spola tretman nisu imali znacajan utjecaj (p=0,101;

p=0,209; p=0,438).

A) * 1 Kontrolne zenke
25- | 1 Hipoksiéne Zzenke
201 — == L E& Kontrolni muzjaci
1 Hipoksiéni muzjaci

154
104

5-

o T T

kontrolni hipoksic¢ni
B) C)
* %
6- 25+ |
T 20- T
—_— ==
4

154 p—=

0 T T 0 T T
kontrolni hipoksiéni kontrolni hipoksicni

Slika 16. Vertikalno kretanje kontrolnih (19 z, 14 m) i hipoksi¢nih (16 Z, 17 m) $takora u otvorenom
polju. A) Ukupni broj propinjanja B) Broj propinjanja bez potpore C) Broj propinjanja s potporom.
Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost i standardna pogreska (M+SEM). * p<0,01;
**n<0,001, dvosmjerna analiza varijance.
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4.2.2. Test na plo€i s rupama

Na slici 17. prikazani su rezultati testa na ploci s rupama provedenog 34. postnatalnog dana.
Eksploratorno ponasanje mjereno je kao ukupan broj posjecenih rupa, a anksiozno ponasanje
je mjereno kao postotak posjec¢enosti unutarnjih rupa. Dvosmjerna analiza varijance pokazala
je znacCajan utjecaj tretmana na ukupan broj posje¢enih rupa (22,2 + 1,4 k. vs 15,9 + 1,3 h;
F=10,8; p=0,002), dok je na postotak posje¢enosti unutarnjih rupa tretman imao tek indikativan
utjecaj (6,1 £ 1,2 k. vs 9,3 = 1,3 h.; F=3,2; p=0,077). Spol i interakcija spola i tretmana nisu
pokazali znacajan utjecaj na ukupan broj posjecenih rupa (p=0,152; p=0,704), niti na postotak

posjecenosti unutarnjih rupa (p=0,137; p=0,858).

A B
) ) =1 Kontrolne Zenke

30+ | 15+ [ Hipoksitne Zenke

o T E& Kontrolni muzjaci
20 o 10+ =1 Hipoksiéni muzjaci

10+ ! 54 ....[

0 T T 0 T — T
kontrolni hipoksiéni kontrolni hipoksiéni

Slika 17. Eksploratorno i anksiozno pona$anje kontrolnih i hipoksi¢nih $takora na plo¢i s rupama.
A) Ukupni broj posjecenih rupa (19 kz, 16 km, 18 hz, 18 hm) B) Postotak posje¢enosti unutarnjih
rupa (20 kz, 17 km, 17 hz, 16 hm). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost i standardna
pogreska (M+SEM). *p<0,01, dvosmjerna analiza varijance.

4.2.3. Test drustvenog odabira

Na slici 18. prikazani su rezultati testa druStvenog odabira provedenog 44. 1 45. postnatalnog
dana. Mjereni parametri bili su vrijeme provedeno izvan srediSnje komore (razina
anksioznosti), vrijeme provedeno u aktivnom istraZivanju objekta (eksploratorno ponasanje) te
postotak vremena aktivnog istrazivanja provedenog u istraZivanju Zivog u odnosu na nezivi
objekt (drustvenost). Dvosmjerna analiza varijance nije pokazala znacajan utjecaj spola,
tretmana 1 interakcije spola i tretmana na vrijeme provedeno izvan srediSnje komore (p=0,568;
p=0,165; p=0,636), vrijeme u aktivnom istrazivanju objekta (p=0,846; p=0,122; p=0,862), niti
na postotak vremena istrazivanja Stakora (p=0,107; p=0,827; p=0,783).

41



A 1 Kontrolne Zenke

250+ 1 Hipoksi¢ne Zenke
-
o
200{ —L- e E& Kontrolni muzjaci
a X3 Hipoksi¢ni muzjaci
— 1504
[}]
5
;= 100
>
504
0 i ) I.l.l. h
kontrolni hipoksi¢ni
B) C)
1501 100+
— o
804 I
% 100 T =
2" . =
£ X
2 40+
S 50
20
0 T T 0 T T
kontrolni hipoksicni kontrolni hipoksicni

Slika 18. Anksiozno, eksploratorno i drustveno ponasanje kontrolnih i hipoksi¢nih §takora u testu
drustvenog odabira. A) Vrijeme izvan srediSnje komore (13 kz, 12 km, 17 hz, 16 hm) B) Vrijeme u
aktivnom istrazivanju (13 kz, 12 km, 17 hz, 15 hm) C) % Vremena aktivnog istrazivanja Stakora
(12 kz, 11 km, 17 hz, 15 hm). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost i standardna pogreska
(M£SEM).
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4.2.4. Test u T-labirintu

4.2.4.1. Prostorno pamdenje

Test u T-labirintu proveden je kroz 5 uzastopnih dana, od 39. do 43. postnatalnog dana.
Prostorno paméenje u ovom testu mjereno je kao svakodnevni zbroj uspjesnih pronalazaka
nagrade, od 10 mogucih pokusaja. Zbog kompleksnije statisticke analize, ovaj smo parametar

zasebno analizirali za Zzenke 1 muzjake.

Na slici 19. prikazan je prosjecan broj to¢nih odabira u T-labirintu za muZjake kod kojih je
analiza varijanci ponovljenih mjerenja pokazala zna¢ajan utjecaj tretmana (6,39 + 0,2 k. vs 7,22
+ 0,2 h.; F=5,78; p=0,022) i dana testiranja (4,01 + 0,3 1. dana, 4,53 + 0,3 2. dana, 7,23 £ 0,3
3. dana, 8,87 £0,34.danai 9,38 + 0,3 5. dana; F=103,56; p<0,0001) pri ¢emu je statisticki
znacajan napredak uocen 3. dana testiranja u odnosu na 1. i 2. te 4. dana testiranja u odnosu na
3. dan. Utjecaj interakcije tretmana i dana bio je indikativan (F=2,097; p=0,085), $to nam je
omogucilo detaljniju analizu uspjesnosti Stakora iz ove dvije skupine po danima. Iako je broj
to¢nih odabira u hipoksi¢noj skupini prvih dana bio veci (2. dana ¢ak i statisticki znac¢ajno), do

kraja testnog razdoblja razlika se posve izgubila.
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Slika 19. Broj to¢nih odabira kontrolnih (16) i hipoksi¢nih (17) muzjaka u T-labirintu tijekom 5
dana testiranja. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost i standardna pogreska (M£SEM).
*p<0,05, kontrolni vs. hipoksi¢ni, post-hoc test nakon analize varijanci ponovljenih mjerenja
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Na slici 20. prikazani su rezultati T-labirinta za Zenke. Iako je i ovdje uocen znacajan utjecaj
vremena na uspjesnost odabira (4,13 £+ 0,3 1. dana, 4,98 + 0,3 2. dana, 6,38 £ 0,3 3. dana, 7,41
+0,34.danai 8,65+ 0,3 5. dana; F=57,04; p<0,0001), krivulja ucenja razlikovala se od one u
muzjaka, uz znacajno veci broj to¢nih odabira 3., 4. 1 5. dana u odnosu na prethodni. Za razliku

od muzjaka, tretman (p=0,111) i interakcija tretman*dan (p=0,322) nisu pokazali znacajan

utjecaj.
10-
kontrolne zenke
© ) A e %
'.E 8- , hipoksicne zenke
3
O 6
=
S
3 41
et
g2
0 L T T T T
1 2 3 4 5
dani

Slika 20. Broj to¢nih odabira kontrolnih (18) i hipoksi¢nih (18) Zzenki u T-labirintu tijekom 5 dana
testiranja. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost i standardna pogreska (M+SEM).
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4.2.4.2. Gubitak mase tijekom razdoblja posta

Tijekom provodenja testa u T labirintu zivotinje su imale pristup hrani samo jedan sat dnevno.
Za ovo razdoblje posta izracunat je postotak gubitka mase 5. u odnosu na 0. dan testiranja (Slika
21.). Dvosmjerna analiza varijance pokazala je znacajan utjecaj spola (11,98 £ 0,6 % z. vs 14,18
+ 0,6 % m.; F=7,06; p=0,010), tretmana (14,98 + 0,6 % k. vs 11,19 + 0,6 % m., F=20,99;
p<0,0001), ali i interakcije spola i tretmana (12,36 + 0,8 % zk. vs 11,61 £ 0,8 % zh. vs 17,59 £+
0,9 mk. % vs 10,77 £ 0,8 % mh.; F=13,49; p=0,0005), §to nam je omogucilo post-hoc
usporedbu svih skupina. Moze se uociti da izmedu kontrolnih i hipoksi¢nih zenki nema razlike,
dok su kontrolni muzjaci izgubili znacajno vecéi postotak mase od hipoksi¢nih muzjaka. Kod
muzjaka je utvrdena znacajna negativna korelacija (r= -0,430, p=0,014) izmedu broja to¢nih
odgovora u T-labirintu i postotka gubitka mase, §to moze upucivati na razli¢itu motiviranost u
testu ucenja potaknutog nagradom i donekle objasniti vecu uspjesnost hipoksi¢nih muzjaka u

pocetnim danima testiranja.
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Slika 21. Postotak gubitka tjelesne mase tijekom testiranja u T labirintu (18 kZ, 18 hz, 16 km, 17
hm). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost i standardna pogreska (M+SEM). *p<0,001, post-
hoc analiza Tukey-evim testom nakon dvosmjerne analize varijance
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4.3. Koncentracija katekolamina u moZdanom deblu

Nakon uocene znacajne promjene u nekim aspektima eksploratornog ponasanja i uc¢enja kod
zivotinja izloZenih hipoksiji, Zeljeli smo ispitati je li u njthovom mozdanom deblu doslo do
promjene u koncentracijama katekolamina — neurotransmitora klju¢nih u regulaciji kretanja,

motivacije i odgovora na podrazaje iz okoline.

4.3.1. Odredivanje optimalne koli¢ine uzorka za mjerenje koncentracije katekolamina
metodom ELISA

S obzirom da se u ovom kompletu ELISA pocetni koraci mjerenja koncentracije dopamina i
noradrenalina odvijaju na istom alikvotu uzorka, klju¢no je bilo odrediti optimalnu pocetnu
koli¢inu uzorka u kojem ¢e se, u pouzdanom rasponu vrijednosti, moc¢i izmjeriti koncentracija
oba katekolamina. U tu su svrhu izmjerene koncentracije dopamina i noradrenalina u tri razlicite
pocetne koli¢ine homogenata (10 uL, 50 pL i 150 uL) dobivenog mijesanjem alikvota svih
uzoraka (engl. pool), usporedno s nekoliko razrjedenja standarada poznate koncentracije,
prilozenih u kompletu. Ocitavanjem apsorbancija standarada pri 450 nm, konstruiran je
bazdarni pravac ovisnosti apsorbancije o logaritmu koncentracija standarada, pomocu kojeg su
odredene nepoznate koncentracije dopamina i noradrenalina u homogenatima, te je provjereno
nalaze li se u okviru raspona standarada. Dobiveni rezultati prikazani su brojcano u Tablici 8.,

te graficki na Slici 22.

Tablica 8. Prikaz apsorbancija (A), transformiranih koncentracija (Log c) i koncentracija (c)
standarada (B-F) prema kojima su izradene bazdarne krivulje i izracunata koncentracija dopamina
(DA) i noradrenalina (NA) u 10, 50 i 150 pL homogenata. Za vrijednosti apsorbancija koje su se
nalazile izvan raspona standarada nisu izraunati Log c i c.

DA NA
A (450 nm) Logc c(ng/mL) | A (450nm) Logc |c(ng/mL)

STDB 2,074 -0,301 0,5 2,073 -0,699 0,2
STDC 2,031 0,176 15 1,919 -0,222 0,6
STDD 1,814 0,699 5 1,512 0,301 2
STDE 1,367 1,301 20 0,972 0,903 8
STDF 0,950 1,903 80 0,595 1,505 32

10 pl 1,489 1,155 14,30 0,610 1,474 29,78
50 ul 1,099 1,641 43,77 0,358 - -

150 pl 0,717 - - 0,262 - -
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Slika 22. Prikaz standardnih krivulja (A) i transformiranih logaritamskih krivulja (B) za dopamin
(DA) i noradrenalin (NA). Crvenim, narancastim i zelenim kruzi¢em su oznafene vrijednosti
koncentracija homogenata koje se nalaze unutar raspona vrijednosti standardne krivulje, a s X je
oznacena koncentracija odabrane pocetne koli¢ine homogenata.

Kod odabira optimalne koncentracije uzoraka, cilj nam je bio odabrati vrijednost koja se

nalazila u linearnom dijelu standardne krivulje, tj. izmedu standarda C i E. Taj smo kriterij

uspjeli posti¢i peterostrukim smanjenjem najmanje pocetne koli¢ine homogenata pa smo za

usporedbu koncentracija dopamina 1 noradrenalina u uzorcima Kkoristili pocetni volumen

homogenata od 2 pL.
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4.3.2. Razina dopamina u moZdanom deblu

Dvosmjerna analiza varijance pokazala je znaCajan utjecaj tretmana (82,8 + 20,4 pg/mg K. vs
226,9 + 19,7 pg/mg h.; F=25,793; p<0,0001) na razinu dopamina u mozdanom deblu, dok spol
(p=0,827) i interakcija spola i tretmana (p=0,635) nisu imali znacajan utjecaj (Slika 23.).
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Slika 23. Razina dopamina (pg/mg tkiva) u mozdanom deblu kontrolnih (8 Z, 7 m) i hipoksi¢nih (8
7, 8 m) Stakora. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost i standardna pogreska (M+SEM).
*p<0,0001, dvosmjerna analiza varijance
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4.3.3. Razina noradrenalina u mozdanom deblu

Dvosmjerna analiza varijance nije pokazala znaCajan utjecaj tretmana (p=0,391), spola

(p=0,462) ni interakcije spola i tretmana (p=0,850) na razinu noradrenalina u mozdanom deblu

(Slika 24.).
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Slika 24. Razina noradrenalina (pg/mg tkiva) u mozdanom deblu kontrolnih (8 z, 7 m) i hipoksi¢nih
(8 z, 8 m) Stakora. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost i standardna pogreska (M+SEM).
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4.4. Ekspresija gena dopaminskih D1 i D2 receptora

Kako bismo proniknuli u mogucu povezanost opazenih razlika u ponasanju sa znacajno
poviSenom koncentracijom dopamina u mozdanom deblu, sljedec¢i korak bio je ispitati razinu
ekspresije dopaminskih receptora u regijama mozga koje posreduju prostorno ucenje

(hipokampus) i somatosenzoricko procesiranje (talamus — somatosenzoricki korteks).

4.4.1. Talamus

Dvosmjerna analiza varijance pokazala je znacajan utjecaj tretmana (79,28 + 9,0 AU k. vs
113,87 + 8,7 AU h.; F=7,589; p=0,011), dok spol (p=0,918) i interakcija spola i tretmana

(p=0,726) nisu imali zna¢ajan utjecaj na ekspresiju gena dopaminskog D1 receptora u talamusu.
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Slika 25. Relativna ekspresija Drd1 u talamusu kontrolnih (7 Z, 7 m) i hipoksi¢nih (8 Z, 7 m)
Stakora. Rezultati su izrazeni u arbitrarnim jedinicama (AU) i prikazani kao srednja vrijednost i
standardna pogreska (M£SEM). *p<0,05, dvosmjerna analiza varijance
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Dvosmjerna analiza varijance pokazala je znaCajan utjecaj tretmana (519,57 + 178,5 AU k. vs
1126,62 +173,3 AU h.; F=7,44; p=0,012), ali i spola (1121,82 + 178,5 AU z. vs 524,37 £ 173,3
AU m.; F=6,95; p=0,015) na ekspresiju gena dopaminskog D2 receptora u talamusu. Interakcija

spola i tretmana (p=0,257) nije pokazala znaCajan utjecaj.
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Slika 26. Relativna ekspresija Drd2 u talamusu kontrolnih (7 z, 6 m) i hipoksi¢nih (6 z, 8 m)
Stakora. Rezultati su izrazeni u arbitrarnim jedinicama (AU) i prikazani kao srednja vrijednost i
standardna pogreska (M£SEM). *p<0,05, dvosmjerna analiza varijance
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4.4.2. Somatosenzoricki korteks

Dvosmjerna analiza varijance pokazala je znacajan utjecaj tretmana (40,83 +£ 8,1 AU k. vs 66,71
+ 7,5 AU h.; F=5,55; p=0,028), dok spol (p=0,933) i interakcija spola i tretmana nisu imali

znacajan utjecaj (p=0,213) na ekspresiju gena dopaminskog D1 receptora u somatosenzorickom

korteksu.
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Slika 27. Relativna ekspresija Drd1 u somatosenzorickom korteksu kontrolnih (6 z, 6 m) i
hipoksi¢nih (7 z, 8 m) Stakora. Rezultati su izrazeni u arbitrarnim jedinicama (AU) i prikazani kao
srednja vrijednost i standardna pogreska (M*SEM). *p<0,05, dvosmjerna analiza varijance

Dvosmjerna analiza varijance nije pokazala znaCajan utjecaj tretmana (p=0,127), spola

(p=0,307) niti interakcije spola i tretmana (p=0,124) na ekspresiju gena dopaminskog D2

receptora u somatosenzorickom korteksu.
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Slika 28. Relativna ekspresija Drd2 u somatosenzorickom korteksu kontrolnih (5 Z, 7 m) i
hipoksi¢nih (6 z, 7 m) Stakora. Rezultati su izrazeni u arbitrarnim jedinicama (AU) i prikazani kao
srednja vrijednost i standardna pogreska (M=SEM).

52



4.4.3. Hipokampus

Dvosmjerna analiza varijance pokazala je znacajan utjecaj spola (316,49 £ 30,7 AU z. vs 220,28
+31,7 AU m.; F=4,74; p=0,039), dok tretman (p=0,914) i interakcija spola i tretmana (p=0,562)

nisu imali znacajan utjecaj na ekspresiju gena dopaminskog D1 receptora u hipokampusu (Slika
29.).
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Slika 29. Relativna ekspresija Drd1 u hipokampusu kontrolnih (7 Z, 7 m) i hipoksi¢nih (8 z, 7 m)
Stakora. Rezultati su izraZeni u arbitrarnim jedinicama (AU) i prikazani kao srednja vrijednost i
standardna pogreska (M+SEM). *p<0,05, dvosmjerna analiza varijance

Dvosmjerna analiza varijance pokazala je znacajan utjecaj spola (1430,37 £ 225,6 AU z. vs
364,75 + 251,7 AU m.; F=9,51; p=0,005), dok tretman (p=0,820) i interakcija spola i tretmana

(p=0,499) nisu imali znacajan utjecaj na ekspresiju gena dopaminskog D2 receptora u
hipokampusu.
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Slika 30. Relativna ekspresija Drd2 u hipokampusu kontrolnih (7 Z, 6 m) i hipoksi¢nih (8 z, 6 m)
Stakora. Rezultati su izraZeni u arbitrarnim jedinicama (AU) 1 prikazani kao srednja vrijednost 1
standardna pogreska (M£SEM). *p<0,05, dvosmjerna analiza varijance
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4.5. Sekvenciranje RNA

Za potrebe cijelog projekta odredena je diferencijalna ekspresija gena u tkivima talamusa,
somatosenzorickog korteksa i hipokampusa. Nakon korekcije za visSestruko testiranje u tkivu
talamusa znacajno promijenjenu diferencijalnu ekspresiju imalo je ukupno 178 gena (123
poviSenu, 55 smanjenu). U tkivu somatosenzorickog korteksa znacajno promijenjenu
diferencijalnu ekspresiju imalo je ukupno 2468 gena (1094 povisenu, 1374 smanjenu). U tkivu
hipokampusa znacajno promijenjenu diferencijalnu ekspresiju imalo je ukupno 17 gena (6

poviSenu, 11 smanjenu).

Za potrebe ovog doktorata u svakom tkivu odabrali smo gene kojima smo pokusali podrobnije
objasniti dosad opazene promjene u ponasanju i dopaminskoj homeostazi: 1. u talamusu gene
vezane uz regulaciju putem dopaminskih receptora (“nizvodne gene”), 2. u somatosenzori¢kom
korteksu gene koji kodiraju za receptore ukljucene u somatosenzoricko procesiranje, 3. u
hipokampusu gene vezane uz prostorno ucenje. Njihovu razliku u ekspresiji smo ciljano

provjerili gPCR-om na svim uzorcima.
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4.6. Provjera diferencijalne ekspresije odabranih gena metodom qPCR

4.6.1. Ispitivanje uc¢inkovitosti qPCR reakcija za pojedine pocetnice i odredivanje
optimalne koli¢ine uzorka za gPCR reakciju

Ucinkovitost svake qPCR reakcije ovisi o duljini, sekundarnoj strukturi te sadrzaju GC baza
amplikona te koncentraciji reagensa i kvaliteti enzima. Razina ucinkovitosti izraCunava se
pomocu vrijednosti nagiba kalibracijskog pravca (Uginkovitost =1001/n9bPravea)_1) - prihvatljive
vrijednosti u¢inkovitosti protezu se izmedu 90% i 110%, Sto pokazuje da se ciljana sekvenca
udvostrucuje u svakom replikacijskom ciklusu.

S ciljem ispitivanja ucinkovitosti reakcija za pojedine pocetnice 1 odredivanja optimalne
koli¢ine uzorka za qPCR reakciju, grupirani su alikvoti cDNA kontrolnih 1 hipoksi¢nih Zivotinja
(eng. pool) te je njihova pocetna koncentracija od 50 ng/uL razrijedena na 15 ng/uL. Koristene
koli¢ine cDNA u pool-u za izradu kalibracijskih krivulja za odredivanje u¢inkovitosti bile su
redom 105 ng, 21 ng, 4,2 ng, 0,84 ng (serija peterostrukih razrjedenja). U€inkovitosti reakcija
za sve testirane pocetnice nalazile su se u rasponu prihvatljivih vrijednosti 1 prikazane su u
Tablici 9. Kao optimalna koli¢ina uzorka za qPCR reakciju odredena je koli¢ina od 30 ng cDNA
(2 pL razrijedenog uzorka).

Tablica 9. Ucinkovitost qPCR reakcija za pojedine pocetnice. U tablici su prikazane vrijednosti
korelacijskog koeficijenta (R2) i nagiba pravca iz koje je izraCunata ucinkovitost izraZzena u
postotcima.

Nagib Ucinkovitost

Pocetnice R? pravca (%)
Acth 0,99 -3,59 90
Hprt1 0,99 -3,52 92
Drd1 0,99 -3,54 92
Drd2 0,99 -3,39 97
Pppirib 0,97 -3,6 90
Prkar2a 0,97 -3,32 100
Ppplric 0,96 -3,24 103
Gria2 0,94 -3,56 91
Grin2a 0,99 -3,59 90
Grm5 0,97 -3,54 92
Gabrb2 0,99 -3,47 94
viP 0,99 -3,43 96
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4.6.2. Talamus

Mogucu promjenu dopaminske aktivnosti u talamusu zeljeli smo dodatno provjeriti mjerenjem
ekspresije gena za proteine koji se nalaze ,,nizvodno* od dopaminskih receptora, tj. putem kojih
dopamin ostvaruje svoj ucinak na regulaciju i ekspresiju stani¢nih proteina, a to su Ppplrlb -
gen za DARPP-32, Prkar2a - gen za podjedinicu protein kinaze A (PKA) i Ppplrlc - gen za
inhibicijsku podjedinicu protein fosfataze 1 (PP1).

4.6.2.1. Prkar2a

Dvosmjerna analiza varijance pokazala je znacajan utjecaj tretmana (88,57 £ 5,9 AU k. vs
109,12 + 5,7 AU h.; F=6,17; p=0,019), dok spol (p=0,852) i interakcija spola i tretmana

(p=0,876) nisu imali znacajan utjecaj na ekspresiju Prkar2a u talamusu.
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Slika 31. Relativna ekspresija Prkar2a u talamusu kontrolnih (8 Z, 7 m) i hipoksi¢nih (8 Z, 8 m)
Stakora. Rezultati su izrazeni u arbitrarnim jedinicama (AU) i prikazani kao srednja vrijednost i
standardna pogreska (M+SEM). *p<0,05, dvosmjerna analiza varijance

4.6.2.2. Ppplrlb

Dvosmjerna analiza varijance pokazala je znaCajan utjecaj tretmana (94,00 + 18,2 AU k. vs
153,87 + 17,6 AU h.; F=5,56; p=0,026), dok spol (p=0,973) i interakcija spola i tretmana

(p=0,418) nisu imali znacajan utjecaj na ekspresiju Ppplrlb u talamusu.
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Slika 32. Relativna ekspresija Ppplrlb u talamusu kontrolnih (8 Z, 7 m) i hipoksi¢nih (8 Z, 8 m)
Stakora. Rezultati su izrazeni u arbitrarnim jedinicama (AU) i prikazani kao srednja vrijednost i
standardna pogreska (M£SEM). *p<0,05, dvosmjerna analiza varijance

4.6.2.3. Ppplrlc

Dvosmjerna analiza varijance pokazala je znaCajan utjecaj tretmana (94,20 + 31,0 AU k. vs
286,94 + 29,9 AU h.; F=20,01; p=0,0001), dok spol (p=0,382) i interakcija spola i tretmana

(p=0,612) nisu imali znacajan utjecaj na ekspresiju Ppplrlc u talamusu.
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Slika 33. Relativna ekspresija Ppplrilc u talamusu kontrolnih (8 Z, 7 m) i hipoksi¢nih (8 Z, 8 m)
Stakora. Rezultati su izrazeni u arbitrarnim jedinicama (AU) i prikazani kao srednja vrijednost i
standardna pogreska (M£SEM). *p<0,001, dvosmjerna analiza varijance
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4.6.3. Somatosenzori¢ki korteks

RNA-Seq je pokazao promjenu ekspresije velikog broja gena koji kodiraju za receptore
ekscitacijskih i inhibicijskih neurotransmitora. Mi smo odabrali 4, za koje je u literaturi
pokazano da sudjeluju u somatosenzorickom procesiranju: Gria2 - gen za podjedinicu 2 AMPA
receptora, Grin2a - gen za podjedinicu 2a NMDA receptora, Gabrb2 - gen za podjedinicu 32
GABAA receptora i Grm5 - gen za metabotopni glutamatni receptor 5 (Lo i sur., 2013., Barnes
i sur., 2015., Fernandez-Montoya i sur., 2018.).

4.6.3.1. Gria2

Dvosmjerna analiza varijance nije pokazala znacCajan utjecaj spola (p=0,571), tretmana

(p=0,529) niti interakcije spola i tretmana (p=0,112) na ekspresiju Gria2 u somatosenzorickom
korteksu.
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Slika 34. Relativna ekspresija Gria2 u somatosenzori¢kom korteksu kontrolnih (8 z, 7 m) i
hipoksi¢nih (7 z, 8 m) Stakora. Rezultati su izrazeni u arbitrarnim jedinicama (AU) i prikazani kao
srednja vrijednost i standardna pogreska (M£SEM).

4.6.3.2. Grin2a

Dvosmjerna analiza varijance pokazala je znaCajan utjecaj tretmana (83,62 + 5,8 AU k. vs
113,24 + 5,8 AU h.; F=13,04; p=0,001) na ekspresiju Grin2a u somatosenzorickom korteksu,

dok spol (p=0,405) i interakcija spola i tretmana (p=0,998) nisu imali znacajan utjecaj.
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Slika 35. Relativna ekspresija Grin2a u somatosenzori¢kom korteksu kontrolnih (8 z, 7 m) i
hipoksi¢nih (7 z, 8 m) Stakora. Rezultati su izrazeni u arbitrarnim jedinicama (AU) i prikazani kao
srednja vrijednost i standardna pogreska (M£SEM). *p<0,01, dvosmjerna analiza varijance

4.6.3.3. Grm5

Dvosmjerna analiza varijance pokazala je znacajan utjecaj tretmana (63,63 + 3,6 AU k. vs 77,81
+ 3,6 AU h.; F=7,76 ; p=0,010) i interakcije spola i tretmana (F=4,87; p=0,036) na ekspresiju

Grm5 u somatosenzorickom korteksu, dok spol (p=0,780) nije imao znacajan utjeca;.
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Slika 36. Relativna ekspresija Grm5 u somatosenzorickom korteksu kontrolnih (8 z, 7 m) i
hipoksi¢nih (7 Z, 8 m) Stakora. Rezultati su izraZeni u arbitrarnim jedinicama (AU) i prikazani kao
srednja vrijednost i standardna pogreska (M+SEM). *p<0,01, dvosmjerna analiza varijance
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4.6.3.4. Gabrb2

Dvosmjerna analiza varijance pokazala je znacajan utjecaj tretmana (68,28 + 3,3 AU k. vs 83,09
+ 3,3 AU h.; F=9,91; p=0,004) na ekspresiju Gabrb2 u somatosenzori¢kom korteksu, dok spol

(p=0,418) i interakcija spola i tretmana (p=0,279) nisu imali zna¢ajan utjecaj.
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Slika 37. Relativna ekspresija Gabrb2 u somatosenzori¢kom korteksu kontrolnih (8 z, 7 m) i
hipoksi¢nih (7 z, 8 m) Stakora. Rezultati su izrazeni u arbitrarnim jedinicama (AU) i prikazani kao
srednja vrijednost i standardna pogreska (M£SEM). *p<0,01, dvosmjerna analiza varijance
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4.6.4. Hipokampus

Kako nismo uo¢ili razliku u ekspresiji dopaminskih receptora u hipokampusu, pretpostavljamo
da povisena razina dopamina u mozdanom deblu nije imala znac¢ajniji utjecaj na ovo tkivo.
Medutim, u popisu diferencijalno eksprimiranih gena uocili smo gen za vazoaktivni intestinalni
peptid (VIP), koji u SZS-u djeluje kao neuropeptidni neurotransmitor i ima ulogu u uéenju

motiviranom nagradom.

4.6.4.1. VIP

Dvosmjerna analiza varijance pokazala je znaCajan utjecaj tretmana (70,55 + 17,2 AU k. vs
174,94 + 16,6 AU h.; F=18,99; p=0,0002), dok spol (p=0,561) i interakcija spola i tretmana

(p=0,756) nisu imali znac¢ajan utjecaj na ekspresiju gena VIP u hipokampusu.

= 2o N 1 Kontrolne Zenke
= . N
< 200- T 1 Hipoksi¢ne Zenke
2, T '
D 150- E& Kontrolni muzjaci
§ =3 Hipoksiéni muzjaci
x 1004 ——
g -
N 901 =
£

0 T T

kontrolni hipoksic¢ni

Slika 38. Relativna ekspresija gena VIP u hipokampusu kontrolnih (8 z, 7 m) i hipoksi¢nih (8 Z, 8
m) Stakora. Rezultati su izraZeni u arbitrarnim jedinicama (AU) i prikazani kao srednja vrijednost i
standardna pogreska (M£SEM). *p<0,001, dvosmjerna analiza varijance
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5. RASPRAVA

Posljedice blage prenatalne hipoksije mogu doprinijeti kasnijem razvoju neuroloSkih i
neuropsihijatrijskih poremecaja, no ¢esto se ne uocavaju pri rodenju, nego tek u adolescenciji
u vidu poremecaja ponasanja. Stoga je uoCavanje ranih bihevioralnih promjena i rasvjetljavanje
njihove molekularne podloge klju¢no za pravovremenu intervenciju i ublazavanje dugoro¢nih
posljedica. Opisani model izlaganja Stakora blagoj akutnoj hipoksiji u neonatalnoj dobi,
pokazao je fizioloske i bihevioralne promjene u podlozi kojih stoji narusena neurokemijska

homeostaza i promijenjena ekspresija brojnih gena.

5.1. Promjene u tjelesnoj masi

Prije samog tretmana hipoksije usporedili smo tjelesnu masu Stakora iz skupine koja ¢e biti
podvrgnuta hipoksiji i skupine koja ¢e sluziti kao kontrolna i pokazali da izmedu njih nije bilo
pocetne razlike u masi. Medutim, hipoksicne zZivotinje imale su znacajno vecu tjelesnu masu u
razdoblju sisanja (PND30) i u razdoblju slobodnog hranjenja (PND50) (Slika 14.). Ove razlike
mogu biti rezultat ve¢e motiviranosti za hranjenjem (intenzivniji dozivljaj nagrade), promjene
u regulaciji osjecaja gladi/sitosti ili promjene u razini metabolizma. lako bez daljnjih
istrazivanja ne mozemo zakljuciti koja je od navedenih moguénosti uzrok uocenih razlika, na
prvospomenutu moguénost ukazuje izrazito poviSena razina dopamina u moZzdanom deblu,
neurotransmitora koji posreduje osjet nagrade i motivaciju. U ostalim modelima neonatalne
hipoksije ili hipoksije/ishemije u kojima se pratila masa, rezultati su ve¢inom ukazivali na
smanjenu masu hipoksi¢nih Zivotinja u odnosu na kontrolu (Fan 1 sur., 2005., Lubics 1 sur.,
2005.). Slotkin i sur. (1986.) su Stakore soja Sprague-Dawley (S-D) izlagali akutnoj hipoksiji
(7% Og, 2h) 1.1 8. postnatalnog dana te su uz redovito pracenje mase do PND30 uocili zna¢ajno
smanjene vrijednosti u hipoksi¢noj grupi. Sli¢ne uvjete hipoksije (8% O2, 2h) Kkoristili su
Sukhanova i sur. (2018.) na Wistar Stakorima 2. postnatalnog dana, ali su u njihovom sluc¢aju
samo zenke imale nizu tjelesnu masu (mjereno do PND18), dok se muzjaci nisu znacajno
razlikovali od kontrole. Takoder, u slu€aju izlaganja neonatalnih Stakora kroni¢noj hipoksiji
(12% O, 7 dana) pokazana je znacajno smanjena masa hipoksi¢ne grupe koja je ostala prisutna
cak 1 pet tjedana nakon povratka u normoksi¢ne uvjete (Raff i sur., 2000.). Povecanje mase
primijetili su jedino Vargas i sur. (2017.) i to kod odraslih hipoksi¢nih muZzjaka nakon izlaganja
kroni¢noj prenatalnoj hipoksiji (od 15. do 19. gestacijskog dana). Do povecanja mase je doslo
zbog povecanog unosa hrane od 4. do 7. postnatalnog tjedna. Diskrepancija u rezultatima moze

biti posljedica koriStenja razli¢itih sojeva, uvjeta hipoksije i dana izlaganja hipoksiji.
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5.2. Promjene u ponasanju

Istrazivanje novog prostora u sebi sadrzi tri komponente: lokomotornu aktivnost, eksploratornu
aktivnost i anksioznost u vidu tigmotaksije. Testom u otvorenom polju testirali smo spontanu
lokomotornu aktivnost (horizontalno gibanje) te propinjanje, koje u sebi sadrzi aspekte
spontane lokomotorne aktivnosti (vertikalno gibanje) i eksploratornog ponaSanja, koje pak
ukljucuje somatosenzoriCku spoznaju prostora, prostorno pamcenje 1 pozornost (eng.
vigillance). Eksploratorno ponasanje i razinu anksioznosti provjerili smo i testom na ploci s
rupama. Propinjanje (eng. rearing) je pokret koji podrazumijeva stajanje na straznjim nogama,
uz podizanje prednjih udova s tla, a obi¢no traje samo nekoliko sekundi. Klasificira se kao
eksploratorno ponasanje, a smatra se da pripada fazi pretrazivanja kada se Zivotinja krece po
okoliSu pokusavajuéi prikupiti relevantne podrazaje. Pretpostavlja se da propinjanje Stakora u
testu otvorenog polja sluzi za prikupljanje informacija te percepciju i paméenje prostora, buduci
da pogled s vise tocke daje prednost u paméenju prostornih odnosa, §to se posebno odnosi na
znanje o udaljenim znakovima i granicama okolisa. Zbog toga je u nekim okolnostima
propinjanje korisnije od horizontalne lokomocije u odredivanju i azuriranju prostornih
informacija (Lever i sur., 2006.) U propinjanju bez oslonca, Zivotinja moze prikupljati vizualne,
olfaktorne (njusenje zracnih struja od udaljenih izvora) ili auditorne informacije, dok u
propinjanju uz oslanjanje na neku povrSinu (npr. zid arene u otvorenom polju) Zivotinja
prikuplja somatosenzoricke informacije. Ipak, postoji rasprava oko glavne motivacije koja
pokrece propinjanje zato $to ono moZe predstavljati istrazivanje okoliSa iz znatizelje ili pokuSaj
pronalaska izlaza iz arene (pokusaj bijega). Ucestalost propinjanja ovisi 0 percepciji sigurnosti
okoliSa, a manje je ucestalo u vrlo sigurnom/poznatom okoliSu te u vrlo opasnom okoliSu.
Pretpostavlja se da je u tom slucaju hipokampus kontrolni centar koji inhibira ili potice
eksploratorno ponasanje i povecano propinjanje, ovisno o procjeni potrebe za stjecanjem novih

informacija (Gray i McNaughton, 2003.).

Spolna razlika u razini kretanja u naSem slu€aju pokazana je poveéanom lokomotornom
aktivnosti Zenki u odnosu na muZzjake (Slika 15.), §to je ve¢ davno utvrdeno bihevioralnim
testiranjima u mladoj 1 odrasloj dobi sa zaklju¢kom kako kod muzjaka brze dolazi do habituacije
na novi okoli§, dok se zenke viSe krecu zbog potrage za partnerom (Valle, 1970., Bond i
DiGiusto, 1977., Hyde i Jerussi, 1983.). Nasi rezultati pokazuju da hipoksija nije utjecala na
razinu spontane lokomotorne aktivnosti, kako horizontalne (Slika 15.), tako i vertikalne
(pokazano kasnijim testom propinjanja u cilindru, u kojem nije bilo razlike izmedu skupina,

Slika P1.), pa pretpostavljamo da se kod povecanog propinjanja u testu otvorenog polja radi o
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promjenama u eksploratornom ponaSanju (Slika 16.). Promijenjeno eksploratorno ponaSanje
pokazuje i test na plo€i s rupama i to bez znacajnih promjena u razini anksiznosti, tj. tigmotaksiji
(Slika 17.). Zakljuujemo da je hipoksija utjecala na istrazivanje novog prostora samo u aspektu
eksploratornog ponasSanja, u ¢ijoj podlozi stoji poremeceno somatosenzoricko procesiranje
(kasnije pokazano kao smanjeni odgovor na podrazivanje brkova, tzv. rooting refleks, Slika
P2.) i/ili otezano prostorno pamcenje (kasnije pokazano kao znacajno slabiji rezultat u testu

prostornog pamcenja lokacije objekta, Slika P3.).

Dosadasnja istrazivanja davala su opre¢ne rezultate u pogledu lokomocije i eksploracije, §to je
i ocekivano s obzirom na razliite uvjete provodenja pokusa, posebice zbog razlike u starosti
pokusnih Stakora i duljini izlaganja hipoksiji. Vecina istrazivanja u kojima su se koristile
neinvazivne metode temeljila su se na anoksiji, tj. izlaganju Stakora uvjetima sa 0% O..
Shimomura 1 Ohta (1988.) su Stakore soja Wistar (PND4) izlagali anoksiji 10 minuta te su u
testu u otvorenom polju uocili povecano kretanje u dobi od 28 dana, bez znacajne promjene u
propinjanju i defekaciji. Ipak, ta se promjena nije zadrzala do 56. dana starosti kada je ponovno
proveden test. Dell' Anna 1 sur. (1991.) su takoder u svojem istrazivanju uocili prolaznu
promjenu u razini lokomocije. Oni su Stakore soja Wistar (PNDO) izlagali anoksi¢nim uvjetima
25 minuta te su testom u otvorenom polju, kojeg su provodili svakog petog dana od 5. do 60.
postnatalnog dana, proucavali lokomociju, propinjanje 1 njuSkanje Zivotinja. Prolazno
povecanje u razini lokomocije anoksi¢nih Stakora zamijeceno je u periodu PND25 do PND40.
Anoksi¢ne Zivotinje pokazale su i znafajno promijenjenu eksploraciju u vidu povecanog
njuskanja (PND20-PND45) te propinjanja (PND25-PND45). Ovi podaci su u skladu s
rezultatima Speisera 1 sur. (1991.) koji su pokazali da kod njuSkanja i propinjanja dolazi do
vecih promjena nego u slucaju lokomocije nakon neonatalne anoksije, a zaklju¢ak Dell' Anne i
sur. (1991.) da neonatalna anoksija viSe utjece na eksploratorne nego lokomotorne mehanizme
kao §to smo i mi pokazali. Bihevioralno ispitivanje posljedica anoksije proveli su i Rogalska i
sur. (2004.), s razlikom da su njihovi Stakori prilikom izlaganja bili stari 2 dana, a prolazno
razdoblje hiperaktivnosti zamije¢eno je u razdoblju PND5 do PND30. Istrazivanje najsli¢nije
nasemu proveli su Ordyan i sur. (2017.) koji su Stakore soja Wistar (PND2) izlagali hipoksicnim
uvjetima sa 7,6-7,8% O, tijekom jednog sata, pri temperaturi 21,3-23°C. Lokomotornu
aktivnost i anksioznost ispitivali su testom u otvorenom polju svakodnevno u periodu od
PND16 do PNDI19. Pove¢anu lokomotornu aktivnost i povecanu eksploratornu aktivnost u
obliku propinjanja zamijetili su tijekom PND17 i PNDI19 u hipoksi¢nih $takora u odnosu na

kontrolu, dok kod anksioznosti nije bilo znac¢ajnih razlika medu skupinama. U slucaju invazivne
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hipoksijsko-ishemijske ozljede koje su proveli na Stakorima soja Sprague Dawley (PND7)
izlagaju¢i ih 2h 8% O2 nakon ligacije karotide, Arteaga i sur. (2015.) nisu zamijetili znacajne
dugotrajne motori¢ke promjene niti promjene u anksioznosti, dok su u slucaju testa na ploci s
rupama uocili znaCajno povecanje frekvencije posjecivanja rupa (eng. head-dipping). U
slu¢ajevima 19-tominutne perinatalne asfiksije nakon okota carskim rezom u bihevioralnom
testiranju u mladoj dobi (PND30) opcenita lokomocija nije bila promijenjena, a propinjanje je
bilo smanjeno, dok su u odrasloj dobi (PND90) bili smanjeni i lokomocija i propinjanje sa
zakljuckom da Stakori pokazuju manje motivacije za istrazivanje novog prostora. Povecano
njegovanje (eng. grooming) istrazivaci su protumacili kao povecanu razinu anksioznosti, iako
u testu povisenog plus labirinta (eng. elevated plus maze) nije bilo razlike u posjeéivanju
otvorenog kraka labirinta kao pokazatelja promjene u razini anksioznosti, a u testu otvorenog

polja nije postojala razlika u tigmotaksiji (Herrera i sur., 2018., Galeano i sur., 2011.).

U testu socijalnog ponasanja promatrali smo razinu anksioznosti, istrazivanje novog objekta i
socijabilnost (Slika 18.) i niti jedna od tih komponenti nije bila promijenjena izlaganjem
hipoksiji u naSim uvjetima. Literaturni podaci govore da su odredeni aspekti socijalnog
ponaSanja pokazali podloZznost promjeni u slu¢ajevima akutne neonatalne anoksije. Izlaganje
Wistar Stakora anoksiji 30 minuta prvog postnatalnog dana rezultiralo je smanjenim vremenom
poticanja na igru i njegovanja drugih Stakora (PND15), §to ukazuje na smanjenu potrebu za
fizickim kontaktom. Kod anoksi¢nih muzjaka je zamijeceno povecano vrijeme u proucavanju
objekta te smanjena habituacija na objekt, za razliku od kontrole (Laviola i sur., 2004.).
Nakazawa 1 Tang (2006.) su 1 kod odraslih Stakora (PND100) primijetili dugoro¢ne promjene
u socijabilnosti u obliku povecane agresivnosti. I u sluc¢aju perinatalne asfiksije pokazano je
smanjeno vrijeme poticanja na igru u dobi PND30, iako ponaSanje u igri, ukupni kontakti i
istrazivanje drugog Stakora nisu pokazali znacajne razlike medu skupinama (Vazquez-Borsetti
1 sur., 2019.). Istrazivanja na invazivnim hipoksijsko-ishemijskim modelima takoder su
pokazala promjene u socijabilnosti. Driscoll i sur. (2018.) su tek rodene S-D Stakore izlozili
hipoksiji-ishemiji s 10% O> tijekom 3 minute te ih u dobi PND30 testirali u testu drustvenog
izbjegavanja u kojem su mjerili latenciju priblizavanja meti, broj ulazaka u zonu interakcije 1
vrijeme u zoni interakcije. HI skupina provela je znacajno manje vremena u zoni interakcije
ako je bio prisutan drugi Stakor (meta), te je imala vecu latenciju ulaska u zonu interakcije. U
sluc¢aju klasicne HI (PND7) tretirani Stakori nisu pokazivali preferenciju prema odjeljku s
konspecifi¢nim Stakorom u odnosu na prazni odjeljak, za razliku od kontrolnih $takora u dobi

PND28 (Ji i sur., 2015.). Niti sama 60-tominutna ishemija na Wistar $takorima (PND12) nije
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izazvala promjene u drustvenom ponasanju u dobi PND22 (frekvencija, trajanje i latencija u
kontaktu, igri, njegovanju) (Tejkalova i sur., 2007.). Moguée je da su hipoksijski uvjeti u nasem

istrazivanju bili preblagi za izazivanje mjerljivih promjena u socijabilnosti.

Ve¢ u samom pocetku istrazivanja neonatalne hipoksije ispitivala se paradigma o njenom
djelovanju na kognitivne procese i ucenje. Tako su Young i sur. (1986.) testirali sposobnost
ucenja S-D $takora izloZenih neonatalnoj HI (PND7, 8% O3, 4h) u Morrisovom vodenom
labirintu (eng. Morris water maze) i testu izbjegavanja Soka (eng. shock avoidance task) u dobi
PND30. U Morrisovom labirintu hipoksi¢nim Zivotinjama trebalo je dvostruko duze vrijeme za
svladavanje zadatka, ali su u testu izbjegavanja Soka pokazale znacajno brze ucenje u odnosu
na kontrole pa su istrazivaci zakljucili da HI ozljeda smanjuje vrsno-specificni ,,refleks
smrzavanja“ koji karakteriziraju gréenje i nepokretljivost u trenucima stresa. Slican pokus
proveli su Balduini i sur. (2000.) kada su Stakore izlozene neonatalnoj hipoksiji (PND7, 8%0-,
3h) testirali u T labirintu (PND40), Morrisovom vodenom labirintu (PND50) i testu pasivnog
izbjegavanja (PND70). Hipoksi¢ni Stakori imali su znac¢ajno poremecéeno ucenje u T labirintu i
Morrisovom vodenom labirintu, dok u testu pasivnog izbjegavanja nije bilo razlike od kontrolne
skupine Sto sugerira da je radna memorija, ali ne i retencija, osjetljiva na neonatalno ishemijsko
oStecenje. Yao i sur. potvrdili su deficite u memoriji HI Stakora 1 pri kracoj dvosatnoj hipoksiji.
Pri izazivanju HI ozljede u mladoj dobi (PND3, 6% O, 2,5h) takoder su uoceni deficiti u
prostornoj kognitivnoj funkciji u Morrisovom vodenom labirintu u dobi PND42 (Huang i sur.,
2009.). Takada i sur. (2015.) su kod Wistar Stakora izloZenih neonatalnoj anoksiji (PND1, 25
min) uocili zna€ajnu promjenu u prostornom pamcenju u dobi PND60, u vidu povecane
latencije i duljine puta pri pronalasku platforme u Morrisovom vodenom labirintu. Neinvazivni
model koristili su Raveendran i Skaria (2013.) kada su Stakore soja Wistar (PND4) izlagali
neonatalnoj hipoksiji (2,6% Oz, 30 min) te ih testirali u Morrisovom vodenom labirintu u dobi
PND30. Hipoksi¢ni Stakori pokazali su povecanu latenciju bijega 1 smanjeno vrijeme
provedeno u podrucju platforme Sto je dokazalo poremeceno prostorno pamcenje. Rezultati
prostornog ucenja u T labirintu dobiveni u naSem istrazivanju su bili donekle zacudujuéi s
obzirom na znacajno veci prosjecni broj to¢nih odabira kod hipoksi¢nih muzjaka u odnosu na
kontrolne (Slika 19.). Medutim, pogled na krivulju ucenja otkriva znatno uspjesniji broj to¢nih
odabira kod hipoksi¢ne skupine u prva dva dana testiranja, dok se daljnja dinamika ucenja

uopce ne razlikuje izmedu skupina.

Pretpostavljamo da kod hipoksi¢nih zivotinja postoji poja¢ana motivacija za nagradom, koja na

neki nacin kompenzira moguc¢i nedostatak u prostornom ucenju. Tome u prilog govore 2
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pokazatelja: 1) znaCajno manji gubitak tjelesne mase hipoksi¢nih muzjaka u odnosu na
kontrolne muzjake tijekom testiranja kad je pristup hrani bio ogranic¢en, koji ukazuje na vecu
motiviranost za hranjenje (Slika 21.) 1 2) slabiji rezultat u naknadno provedenom testu paméenja
lokacije objekta (eng. object location memory test, Slika P3.) koji nije uklju¢ivao motivaciju

nagradom.

5.3. Promjene u homeostazi dopamina

Kako bismo provjerili §to je u podlozi opazenih promjena u eksploratornom ponasanju i
prostornom ucenju, odredili smo razinu katekolamina u mozdanom deblu: dopamina koji je
vezan uz motivaciju i noradrenalina koji je vezan uz pozornost. Kako se razina anksioznosti i
socijabilnosti nisu razlikovale, serotonin, koji prvenstveno stoji u podlozi ovih aspekata
ponasanja, nismo razmatrali. Dok se koncentracije noradrenalina nisu razlikovale (Slika 24.),
hipoksi¢ne zivotinje su imale 3x vecu koncentraciju dopamina od kontrolnih (Slika 23.), Sto
ukazuje da bi akutno izlaganje hipoksiji moglo dovesti do dugotrajnog poremecaja u

homeostazi dopamina.

Siedler i Slotkin (1990.) su ispitivali dugoro¢ni uéinak neonatalne hipoksije (7% O3, 2h) na

katekolaminski sustav u podrucju srednjeg mozga i mozdanog debla, korteksa i malog mozga

ispitivala se koncentracija dopamina i noradrenalina te razina njihovog metabolizma (eng.
turnover). Hipoksija je uzrokovala dugorocno povecan sadrzaj i metabolizam dopamina u
podrucju srednjeg mozga i mozdanog debla, dok je za noradrenergicki sustav bilo znacajno
samo povecanje metabolizma noradrenalina u istoj regiji. U drugim regijama nije bilo promjene
u sadrzaju 1 metabolizmu katekolamina §to ukazuje na selektivno djelovanje hipoksije zbog
regionalnih metaboli¢kih razlika. Povecana razina dopamina pokazana istrazivanjem Siedlera i
Slotkina (1990.) u skladu je s nasim rezultatima, a ide 1 u prilog istraZivanju Thiela i sur. (1999.)
koji su pokazali povecanu razinu dopamina u Wistar Stakora s povecanom tendencijom
propinjanja (eng. higher rearing activity, HRA). Kao nastavak karakterizacije HRA Stakora
Pawlak i Schwarting (2002.) proveli su test novog objekta (eng. novel object test) kojim su
pokazali povecanu eksploraciju novog objekta i drugacije procesiranje noviteta od Stakora s
niskom tendencijom propinjanja, Sto je takoder poveznica s nasim nalazima koji upucuju na
mogucu povezanost povecane razine dopamina uz povecano propinjanje i eksploraciju. U

modelu neonatalne asfiksije Chen 1 sur. (1995.) objavili su znafajno povecanje broja

67



dopaminergickih neurona, mjereno imunohistokemijski putem povecane koncentracije tirozin
hidroksilaze, u supstanciji nigri i ventralnom tegmentalnom podrucju Stakora starih 4 tjedna.
Hedner i sur. (1979.) proveli su istrazivanje u¢inka neonatalne anoksije (PND1, 0% Oz, 20 min)
i neonatalne hipoksije (PND1, 6% O», 4,5h) na razinu dopamina, noradrenalina i njihovih
prekursora u sveukupnom mozgu S-D stakora u dobi PND28. Iako neonatalna anoksija i
hipoksija nisu utjecale na razinu neurotransmitora, hipoksija je imala znacajan utjecaj na
smanjenu aktivnost enzima tirozin-hidroksilaze u hipoksi¢noj skupini koja je pokazatel;
funkcionalne zrelosti katekolaminskog puta. U¢inak neonatalne anoksije (PND2, 0% O2, 25
min) na koncentraciju dopamina i njegovih metabolita u korteksu, hipokampusu, strijatumu i
malom mozgu Wistar Stakora u dobi PND7-PND60 proucavali su i Dell'Anna i sur. (1993.) te
su dokazali promjenu u metabolizmu dopamina. [ako koncentracija dopamina nije bila znacajno
promijenjena niti u jednoj regiji, razine njegovih metabolita bile su promijenjene u korteksu i

strijatumu.

Osim izvjestaja o povecanim razinama dopamina ili njegovog metabolizma, postoje i suprotni
nalazi koji su vjerojatno rezultat starije dobi u kojoj je hipoksija izazvana. Jedan od takvih
primjera je istrazivanje Hadjiconstantinoua i sur. (1990.) koji su u slu¢aju neonatalne HI ozljede
dokazali smanjenu razinu dopamina u podruc¢ju frontalnog korteksa 1 hipokampusa u Stakora

starih 3 tjedna.

Budu¢i da je dopaminergicki sustav ukljuc¢en u patofiziologiju shizofrenije i poremecaja paznje,
za koje se smatra da imaju svoj zacetak ve¢ u prenatalnom razvoju mozga, njegove potencijalne
promjene proucavane su i na post-mortem humanim uzorcima pre/perinatalne hipoksije.
Pokazano je kako perinatalna hipoksija, ovisno o svojoj jacini i trajanju, razlicito utjece na
stani¢ne 1 molekularne mehanizme. U slucaju akutne ozljede, pokazana je povecana razina
tirozin hidroksilaze u podruc¢ju SN i VTA, a zanimljivo je kako su sli¢ni nalazi uz povecanu in
Vvivo sintezu dopamina zabiljezeni i u pacijenata sa shizofrenijom (Howes i sur., 2013.). U
novorodencadi s produljenom hipoksijom u podru¢ju SN i VTA uoceno je smanjenje razine
tirozin hidroksilaze (Pagida 1 sur., 2013.). Ovi nalazi upuc¢uju na dopaminsku disfunkciju kao
jednu od posljedica perinatalne hipoksije, $to u slucaju prezivljenja u kasnijoj Zivotnoj dobi
moze biti preduvjet za razvoj neuroloskih 1 psihijatrijskih poremecaja povezanih s dopaminom

(Giannopoulou i sur., 2018.).

Nakon dobivenih rezultata o promijenjenoj razini dopamina u mozdanom deblu, provjerili smo
1 dovodi 1li njezino poviSenje do promjene u dopaminskoj transmisiji u ciljnim regijama
ukljuc¢enima u modulaciju somatosenzori¢kog procesiranja (talamus-somatosenzoricki korteks)
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i prostornog ucéenja (hipokampus) mjerenjem razine ekspresije Drdl i Drd2 u navedenim
regijama. Povecana ekspresija Drdl i Drd2 opazena je u talamusu (Slika 25., Slika 26.), a
povecéana ekspresija Drd1 u somatosenzorickom korteksu hipoksiénih Zivotinja (Slika 27.), §to
ukazuje na ¢injenicu da bi povisena koncentracija dopamina u mozdanom deblu mogla barem
djelomi¢no stajati u podlozi opazenih promjena u ponasanju uzrokovanih hipoksijom.
Ekspresija Drd1 i Drd2 u hipokampusu hipoksi¢nih Zivotinja nije bila promijenjena (Slika 29.,
Slika 30.), $to upucuje na to da je hipoksija djelovala na hipokampus putem mehanizama

neovisnih o dopaminu.

U dosadasnjim istrazivanjima na Stakorskim modelima, razina dopaminskih receptora ispitivala
se veé¢inom na proteinskoj razini autoradiografijom i metodom Western blot u regiji bazalnih
ganglija budu¢i da je naglasak bio na istraZzivanju modela motorickih poremecaja kao jednog
od glavnih obiljezja cerebralne paralize. Tako su Filloux i sur. (1996.) nakon izazivanja
invazivne HI ozljede (PND7) opazili trajno smanjenje DRD2 u podru¢ju kaudatne jezgre i
putamena u dobi PND80. Zouakia i sur. (1997.) su pak na podrucju strijatuma uocili samo
prolaznu promjenu u razini DRD2 koja je bila smanjena u dobi PND21, ali se vratila na
normalnu razinu u dobi PND70. U oba istraZivanja nije uocena dugoro¢na promjena u razini
DRD1. El-Khodor i Booksa (2001.) u svom istrazivanju perinatalne asfiksije (carski rez +
anoksija) nisu potvrdili nikakvu promjenu u razini dopaminskih receptora u Stakora starih 4
mjeseca u podrucju strijatuma i olfaktornih tuberkula. Razinu DRD1 i DRD2 u prefrontalnom
korteksu Stakora izloZenih neonatalnoj HI (PND?7) ispitali su Miguel i sur. (2019.). U dobi
PND40 Western blot analizom utvrdena je smanjena razina DRD2. U nasem istraZivanju nismo
uoCili smanjenje mRNA ekspresije Drd2, ali ove podatke svakako ne mozemo izravno
usporedivati jer se radi o razlicitoj dobi izazivanja hipoksije, razli¢itoj razini provjere ekspresije

Drd2 i razlicitoj regiji korteksa.

Malo je istrazivanja koja su pokusala povezati ekspresiju dopaminskih receptora i perinatalnu
hipoksiju u ljudi. Na post-mortem uzorcima mozga terminski rodene djece koja su umrla od
posljedice HIE pronadena je smanjena razina DRD2 u korteksu i bazalnim ganglijima, dok se
razina DRD1 nije znacajno razlikovala (Kaewsuk i sur., 2009.). U istrazivanju koje je
provedeno na post-mortem uzorcima nedonos¢adi, takoder je dokazana smanjena razina DRD2
u bazalnim ganglijima (Meng i sur., 1998.). U istrazivanju provedenom na devetogodiS$njacima
koji su bili izloZzeni hipoksiji u pre/perinatalnom periodu pokazana je specificna uloga
polimorfizma DRD2 na dono$enje odluka i eksternalizirane simptome. Kod djece nosioca Al

alela pokazano je povecano eksternalizirano ponasanje (nedovoljna kontrola, impulzivnost,
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hiperaktivnost, nepaznja, agresivnost), dok je kod djece homozigota, za A2 alel bila smanjena
spremnost za potrazivanjem nagrade u uvjetima maksimalne neizvjesnosti. Ovakvi rezultati
upucuju na vazan utjecaj hipoksije na neuralni razvoj kroz razlicite bioloske putove ovisno o
genotipu DRD?2 te daju uvid u razvoj individualnih razlika u ponasanju i donoSenju odluka

(White i sur., 2019.).

Nasi se rezultati ne poklapaju sa dosadasnjim predominantnim rezultatima sniZene ekspresije
dopaminskih receptora, Sto moze biti posljedica regionalne specifi¢nosti ekspresije receptora ili
se, s druge strane, moze raditi i o poveanom broju neurona u ispitivanim regijama, bez
promjene razine ekspresije u pojedinom neuronu, Sto bi takoder rezultiralo poveéanom
koli¢inom mRNA za dopaminske receptore u hipoksi¢nih u odnosu na kontrolne zivotinje.
Zbog toga bi u buducnosti trebali provjeriti eventualne anatomske i histoloske strukturne
promjene, kao i ekspresiju receptora na razini proteina u talamusu i somatosenzorickom

korteksu.

5.4. Promjene u ekspresiji gena u ciljnim regijama
5.4.1. Talamus i dopaminergicke projekcije iz moZdanog debla

Talamus je regija koja provodi sve senzoricke informacije (osim mirisa) od periferije do
korteksa i hipokampusa, u koje pruza svoje ekscitacijske glutamatergicke projekcije. Ima vrlo
znacajnu ulogu u filtriranju 1 organiziranju senzori¢kih informacija, a talamokortikalni krugovi
vazni su u odrZavaju funkcionalne interakcije izmedu razli€itih kortikalnih podruc¢ja (Halassa 1
Kastner, 2017.). Provodenje informacija kroz talamus podlozno je modulaciji ovisno o
bihevioralnim zahtjevima, a jedan od vaZznih talamickih modulatora je 1 dopamin (Sanchez-
Gonzalez i sur., 2005.). Poremeéena dopaminska modulacija talamusa primijecena je i u
slu¢ajevima shizofrenije, bolesti koju obiljezava poremeceno senzori¢ko procesiranje na
temelju ¢ega su Lisman 1 sur. (2010.) stvorili teoriju kako je aktivnost talamusa kriticna za

stvaranje poremecenih oscilacija delta valova u korteksu (Moghaddam, 2010.).

S obzirom da talamus prima dopaminergicke projekcije iz mozdanog debla te da je u tkivu
talamusa uoCena promijenjena ekspresija oba dopaminska receptora, pretpostavljamo da u
podlozi talamickih promjena stoji promijenjena dopaminska transmisija. Zato smo metodom

gPCR analizirali ekspresiju gena za proteine nizvodno od vezanja dopamina za receptor —
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Prkar2a (za podjedinicu PKA), Ppplrlb (za DARPP-32) i Ppplrlc (za IPP5) — i potvrdili
njihovu pojacanu ekspresiju (Slika 31., Slika 32., Slika 33.).

Regulatorna podjedinica 1B protein fosfataze 1 (Ppplrlb) ili DARPP-32 ima klju¢nu ulogu u
integraciji uc¢inaka dopamina i drugih neurotransmitera na podrazljivost neurona. Vedéina
istrazivanja DARPP-32 temelji se na srednjim bodljikavim neuronima strijatuma (eng. medium
spiny neurons, MSN) koji se dijele na D1-tip i D2-tip, ovisno o prisutnosti D1 i D2 dopaminskih
receptora. Kod oba tipa DARPP-32 je pronaden u somi, dendritima i aksonskim zavr$ecima, a
dokazano je i njegovo djelovanje u signalnom putu nakon aktivacije dopaminskih receptora
(Greengard i sur., 1998.). Djelovanje dopamina na DRD1 potice fosforiliranje DARPP32 koji
tada promice fosforilaciju i stanje aktivnosti razli¢itih ionskih kanala, ukljuéujuéi i Na™ i Ca*
kanale, NMDA-R1 glutamatnog receptora i Na*/K*-ATPazne ionske pumpe (Greengard i sur.,
1998., Hu i sur., 2006.). Djelovanje dopamina na D2 receptor i glutamata na NMDA receptor
ima obrnuti uc¢inak na stanje fosforilacije DARPP-32 djelujuci na stimulaciju kalcineurina (PP-
2B), fosfataze koja defosforilira Thr34 i time inhibira PKA/DARPP-32 signalizaciju (Nishi i
Shuto, 2017.). Na takav nac¢in DARPP-32 omogucuje koordiniranu kontrolu stanja fosforilacije
razli¢itih fizioloSkih efektora i regulaciju funkcionalnog stanja neurona (Greengard i sur.,
1998.). Osim na ionske kanale i receptore, DARPP-32 mozZe imati utjecaj i na transkripciju gena
jer djeluje na PP1 u jezgri 1 utjeCe na signalne putove ukljucene u regulaciju kromatina, poput
fosforilacije histona H3 na Ser10 (Stipanovich i sur., 2008., Yger i Girault, 2011.). Takoder je
pokazano kako DARPP-32 medudjeluje s tra2-betal ¢imbenikom koji ima ulogu u regulaciji
alternativnog prekrajanja, Sto sugerira i mogucu ulogu DARPP-32 u tom procesu (Benderska i
sur., 2010.). Sve navedeno utjece na dugorocne promjene u sinaptickoj plasti¢nosti i u konacénici
1 na kontrolu ponasanja (Walaas 1 sur., 2011.). Zbog svoje uloge u integraciji dopaminergickih,
serotonergickih i glutamatergickih signala u neuronima koji primaju dopaminsku signalizaciju,
DARPP-32 predstavlja vazan c¢imbenik koji moze utjecati na patofiziologiju
neuropsihijatrijskih poremecaja (Walaas 1 sur., 2011.). Dosada$nji rezultati istraZivanja na
animalnim modelima i humanim uzorcima post-mortem govore u prilog tome da promjene
DARPP-32, bilo da se radi o promjeni ekspresije mMRNA, promjeni razine proteina ili pak
promjeni stanja fosforilacije, pridonose disregulaciji dopamina u neuropsihijatrijskim

poremecajima te mogu biti podloga bihevioralnim abnormalnostima (Nishi i Shuto, 2017.).

Inhibitor 5 protein fosfataze 1 (IPP5 / 1C regulatorna podjedinica protein fosfataze 1, Ppplrlc)
jedna je od nekoliko inhibicijskih podjedinica protein fosfataze 1 (PP1), a s DARPP-32 dijeli

konzerviranu regiju od 50 aminokiselinskih ostataka. PP1 pripada skupini serin/treonin
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fosfataza koje uklanjaju fosfatnu skupinu sa serinskih i treoninskih ostataka proteina uklju¢enih
u razli¢ite neuronske procese, poput kontrole genske ekspresije, prekrajanja mRNA, sinteze
proteina, regulacije membranskih receptora i kanala, napredovanja stani¢nog ciklusa i apoptoze
(Yger 1 Girault, 2011., Munton 1 sur., 2004.). Svaka PP1 sadrzi kataliticku 1 bar jednu od
regulatornih podjedinica koje imaju ulogu u stani¢noj kompartmentalizaciji, specifi¢nosti za
supstrat 1 finom podeSavanju aktivnosti fosfataze (Virshup i Shenolikar, 2009.). Regulatorna
podjedinica Cesto se koristi kao Siri pojam koji obuhvaca podjedinice koje imaju ulogu
regulatora koji utjece na specifi¢ne interakcije proteina i na taj nacin suzava odabir supstrata te
inhibicijske podjedinice koje inhibiraju aktivnost PP1, poput inhibitora-2, DARPP-32 i PHI-1
(Virshup i Shenolikar, 2009., Eto i sur., 1991.). U pocetku je IPP5 bio istrazivan in vitro kao
potencijalni induktor apoptoze i inhibitor rasta humanih tumorskih stanica, a kasnije je
proucavana i njegova uloga u primarnim senzorickim neuronima te je dokazano kako IPP5
inhibira rast neurita u ganglijskim stanicama dorzalnog korijena putem inhibicije PP1 i
odrzavanja TGF-p/Smad signalnog puta (Zeng i sur., 2009., Zeng i sur., 2012., Han i sur.,

2013.). Ipak, njegova specifi¢na uloga u drugim mozdanim regijama zasada jo$ nije razjaSnjena.

Protein kinaza A (PKA) je kinaza ovisna o razinama ciklickog adenozin monofosfata (cAMP).
Kao neaktivni holoenzim sastoji se od dvije regulatorne i dvije kataliticke podjedinice.
Kataliticke podjedinice mogu biti kodirane s tri gena (Prkaca, Prkacb, Prkacg) i njihova glavna
uloga nakon aktivacije enzima je fosforilacija serinskih i treoninskih ostataka razli¢itih
supstrata, ¢ime mijenjaju njihovu aktivnost. Regulatorne podjedinice PKA mogu se podijeliti
na RI (Prkarla, Prkarlb) i RIl (Prkar2a, Prkar2b) tip prema unutarstani¢noj lokalizaciji
enzima (Massa i sur., 1991., Taylor i sur., 2005.). Tip RI se nalazi slobodan u citosolu, dok se
regulatorne podjedinice tipa II veZzu za usidravajue proteine u stanicnoj, jezgrinoj i
mitohondrijskoj vanjskoj membrani, te za mikrotubule. cAMP-ovisna regulatorna podjedinica
protein-kinaze tipa ll-alfa (Prkar2a, Rlla) ubikvitarno je eksprimirana i ima ulogu u
usmjeravanju PKA prema razli¢itim stani¢nim odjeljcima putem povezivanja s proteinima
sidrenja A kinaze (AKAP) ¢ime se omogucéuje prostorna i vremenska regulacija PKA,
smjeStanjem u blizinu aktiviraju¢ih elemenata poput G proteina i transmembranskih receptora,
te pojedinih supstrata kao Sto su ionski kanali, komponente citoskeleta 1 citoplazmatski enzimi
(Tasken i sur., 1998.). Specifi¢no usidrenje Rlla pokazano je kao neophodno za cAMP-ovisnu
modulaciju nekih ionskih kanala, poput AMPA i kainatnih kanala u hipokampusu te kalcijevih

kanala u skeletnim miSi¢ima (Rosenmund i sur., 1994., Johnson i sur., 1994.).
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Budu¢i da dopaminski receptori ostvaruju svoje djelovanje preko signalizacije koja ukljucuje
PKA, DARPP-32 i IPP5, povecana ekspresija ovih signalnih molekula ukazuje na
hiperaktivnost sveukupnog dopaminskog puta. Iako Drdl i Drd2 imaju suprotan ucinak na
navedeni signalizacijski put, konacni rezultat djelovanja dopamina ovisi o regionalnoj
raspodjeli dopaminskih receptora u talamusu. Stoga pretpostavljamo kako u odredenim
dijelovima talamusa hiperdopaminergija u kombinaciji s pojacanom ekspresijom Drd1- PKA -
DARPP-32-IPP5 djeluje u smjeru inhibicije PP1 i stanja povecane fosforilacije, §to moze
stvoriti podlogu za povecanu glutamatnu neurotransmisiju, promijenjenu aktivnost Na+/K+
pumpe i neravnotezu u talamo-kortikalnoj komunikaciji. Takoder, promjena u dopaminskom
putu moze uzrokovati i dugorone promjene u ekspresiji razli¢itih gena putem povecane

fosforilacije transkripcijskih ¢imbenika (Neve i sur., 2004.).

Uz dosad navedene rezultate, u talamusu je RNA-Seq ukazao i na promjene u genima za
navodenje aksona, aksonalni transport, provodenje signala i adheziju stanica, §to je moglo
dovesti do poremecenog razvoja talamo-kortikalnih projekcija i poremecaja u organizaciji
bacvastog polja u doba razvoja somatosenzorickog korteksa (izlaganje hipoksiji se odvijalo
prije formiranja bacvi) i/ili do poremecene neurotransmisije u sinapsama izmedu talamickih i

kortikalnih neurona, a $to je moglo utjecati na senzori¢ko procesiranje.

5.4.2. Kortikalna aktivnost i somatosenzori¢ko procesiranje

Somatosenzoricki korteks je regija mozga koja prima i procesira senzoricke informacije poput
dodira, temperature i boli te potom Koristi te informacije kako bi zapoceo vazne pokrete kao
odgovor na odredenu situaciju. Za funkcioniranje somatosenzorickog korteksa vazna je
ravnoteZza ekscitacijskih glutamatnih 1 inhibicijskih GABA receptora. Elektrofizioloska
istrazivanja pokazala su kako je u glutamatergi¢kim sinapsama vrlo vazan omjer NMDA i
AMPA receptora jer o njemu ovisi sposobnost stanice za integraciju i procesiranje dolaznih
informacija (Thomas i sur., 2001., Counotte i sur., 2014.). Promjena omjera NMDA/AMPA
receptora povecava histereticka svojstva membrane, Sto zauzvrat drasticno mijenja izlazni
odgovor stanice kao odgovor na oscilatorne ulazne informacije (Wolf i sur., 2005.). Povecanje
ovog omjera moZe igrati ulogu u promicanju jednog bihevioralnog puta u odnosu na druge, Sto
se moze povezati s bolestima poput shizofrenije 1 ovisnosti. Za stvaranje specifi¢nih o$tro
podesenih izlaznih informacija vrlo je vazna inhibicija GABAergickim interneuronima, koja u
somatosenzorickom korteksu djeluje nespecifi¢no kako bi pojacala kontrast izmedu slabih i

jakih ekscitacijskih dolaznih signala. Takoder, aktivna inhibicija moze biti neophodna za
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sprjeCavanje epilepticke neravnoteze u aktivnosti ekscitacijskih kortikalnih krugova
(McCasland i Hibbard, 1997.). Takoder, NMDAR, AMPAR i Grm5 koji se nalaze na
postsinaptickim neuronima 4. sloja somatosenzorickog korteksa imaju vaznu ulogu za pravilnu
formaciju bacvastih polja u glodavaca, putem aktivacije Acl-CAMP-PKA i signalnih puteva
Ras-GAP-MAPK koji utje¢u na ekspresiju proteina odgovornih za agregaciju neurona u zidove
bacvi i orijentaciju dendrita u njihovo srediste. Stoga, promijenjena ekspresija ovih receptora
tijekom razvoja mozga moze biti uzrok anatomskih nepravilnosti u strukturi somatosenzori¢kog

korteksa i posljedi¢noj abnormalnosti u njegovom funkcioniranju (Li i Crair, 2011.).

U korteksu je RNA-Seq ukazao na znaCajne promjene u genima vezanim uz komponente
izvanstanicnog matriksa, aktivnosti ionskih kanala i sinapticku transmisiju. U kontekstu
somatosenzorickog procesiranja, odabrali smo gene koji kodiraju za kljucne podjedinice
glutamatnih i GABA receptora. Dok znacajnu promjenu u ekspresiji Gria2 - gena za
podjedinicu AMPA receptora nismo potvrdili, pokazali smo da je u korteksu hipoksi¢nih
zivotinja doslo do poveéanja ekspresije Grin2A - gena za podjedinicu NMDA receptora,
Gabrb2 - gena za podjedinicu GABAA receptora, kao i Grm5 - gena za metabotropni glutamatni
receptor (Slika 34., Slika 35., Slika 36., Slika 37.). Promjenom u genskoj ekspresiji navedenih
podjedinica pretpostavljamo da je doslo do promjene u sinaptickom sadrzaju samih receptora,

Sto je moglo utjecati na efikasnost somatosenzorickog procesiranja.

Nazalost, u literaturi ne postoje podaci o ekspresiji gena za ionotropne glutamatne receptore
kod animalnih modela hipoksije u somatosenzoriCkom korteksu, nego samo u hipokampusu
gdje je mahom smanjena. Chen i sur. (2007.) pokazali su kako smanjenje u proteinskoj
ekspresiji NMDAR podjedinica u hipokampusu Stakora izloZenih hipoksiji 10. postnatalnog
dana mozZe biti povezano s dugorocno poremecenim prostornim u¢enjem i pamcenjem. Wei i
sur. (2015.) konstruirali su slican pokus u kojemu su hipoksiji izlozili trudne Stakorice od 4. do
21. gestacijskog dana te su njihove potomke podvrgnuli bihevioralnom testiranju u
adolescentnoj dobi. Kao rezultat dobili su poremeceno uenje i pamcenje koje se ocitovalo
duljom latencijom bijega i manjom preplivanom udaljenosti u Morrisovom vodenom labirintu
te manjom frekvencijom prijelaza ciljanih podru¢ja u retencijskom testu. Ispitivanjem
ekspresije gena za podjedinice NMDAR otkriveno je znacajno smanjenje GIUN1, GIUN2A i
GIuN2B (Grin2b) u hipokampusu hipoksi¢nih Stakora, kao i nekih komponenata Wnt/p-katenin
signalnog puta. Wei i sur. (2015.) u konacnici su zakljucili kako prenatalna hipoksija moze
poremetiti NMDAR-Whnt-katenin signalizaciju i time utjecati na nastanak bihevioralnih

poremecaja. U slucaju prolazne globalne ishemije pokazana je smanjena ekspresija mRNA
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GIuR2 podjedinice u hipokampusu $to predstavlja moguéi uzrok povecane permeabilnosti
AMPA kanala za ulazak Ca®* koji pridonosi odgodenoj neurodegeneraciji (Kwak i Weiss,
2006.).

Pokusi na zivotinjama pokazali su da Gabrb2 knock-out i heterozigotni miSevi pokazuju
lokomotornu hiperaktivnost, stereotipiju, poremecaje u socijabilnosti, deficite prostorne i radne
memorije, smanjenu depresiju i anksioznost i pove¢anu podloznost epilepti¢nim napadima, no
ne postoje podaci o promijenjenoj ekspresiji gena nakon izlaganja hipoksiji (Yeung i sur.,
2018.). Geneticki polimorfizmi ili promjene u genskoj ekspresiji podjedinica GABAAR mogu
biti povezane s razvojem neuropsihijatrijskih poremecaja u ljudi (Zhang i sur., 2020., Tsang i
sur., 2013.).

Istrazivanja na miSevima s inaktiviranim Grm5 genom pokazala su povecanu lokomociju kao
odgovor na novo okruzenje, ali nije bilo promjene u senzomotorici, anksioznosti i drustvenim
interakcijama (Jew i sur., 2014.). Tretman $takora antagonistima Grm5 receptora pokazao je
anksioliti¢ki odgovor putem smanjenog smrzavanja u testu kondicioniranog straha, povecanog
prihvac¢anja Soka i kaznjavanja te povecane drustvene interakcije, a u slucaju ovisnosti,
smanjenjem uzimanja adiktivne supstance (Swanson i sur., 2005.). Budu¢i da signalni putevi
koje aktivira Grm5 imaju ulogu u transkripciji (CREB, mTOR), prezivljavanju, rastu i
diferencijaciji neurona (BDNF), te stanicnom rastu i sintezi proteina (mTOR), ovaj receptor na
mnogo nacina moze utjecati na regulaciju funkcije neurona te zbog toga poremecaji njegove
funkcionalnosti mogu imati doprinos u razliCitim patoloSkim stanjima. Dosadas$njim
istrazivanjima potvrdena je uloga Grm5 signalnih puteva u shizofreniji, depresivnom

poremecaju, bipolarnom poremecaju, Alzheimerovoj bolesti i sindromima boli (Matosin i sur.,

2015.).

Buduce imunohistokemijske analize trebale bi nam dati uvid u regionalno specificnu promjenu

ekspresije navedenih receptora na proteinskoj razini.

5.4.3. Hipokampus i prostorno paméenje

U hipokampusu je RNA-Seq pokazao promjenu u ekspresiji velike grupe gena izvanstani¢énog
matriksa. Ova spoznaja, zajedno s nasim opazanjem da nema razlike u ekspresiji dopaminskih
receptora upucuje da bi poremecaj prostornog ucenja mogao biti uzrokovan strukturnim
promjenama u hipokampusu u smislu kapaciteta za sinapticku plasti¢nost koja je klju¢na u

procesu ucenja i pamcenja.
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Od pojedina¢nih promijenjenih gena, za nas je bio interesantan VIP za koji je pokazano da
sudjeluje u ucenju povezanim s nagradom te smo njegovu ekspresiju provjerili gPCR-om.
Doista, u hipoksi¢nih Zivotinja pokazana je znacajno visa ekspresija ovog gena (Slika 38.), Sto
bi se moglo povezati s boljom izvedbom u prvim danima testiranja. Alternativno, pojacana
motivacija za pronalazak nagrade mogla je biti povezana s pojacanom aktivnoScu
mezolimbickog puta dopamina u hipoksicnih Zivotinja, kao posljedica povecane razine

dopamina u srednjem mozgu.

lako je uloga VIP-a i njegovih receptora ve¢ odavno povezana s modulacijom ucenja, rezultati
koji govore o njegovom ucinku opre¢ni su. Flood i sur. (1990.) su nakon injekcije VIP-a u
rostralni dio hipokampusa zakljucili kako VIP remeti memorijsku retenciju i uzrokuje amneziju
u testu s elektroSokovima u T-labirintu (,,left-right footshock avoidance task in a T-maze®).
Ucinak VIP-a uocen je u slu€aju ubrizgavanja neposredno nakon treninga, dok injekcija nakon
24h nije imala nikakav uc¢inak pa je zaklju¢eno kako on modulira procese ucenja u kratkom
vremenskom periodu (Flood i sur., 1990.). VIP je takoder uzrokovao amneziju u testu pasivnog
i aktivnog izbjegavanja (Cottrell i sur., 1984., Takashima i sur., 1993.). Itoh i sur. (1994.) su
pokazali kako VIP uzrokuje kasnjenje u sposobnosti ucenja i poremecaj u prostornom paméenju

u Morrisovom vodenom labirintu nakon njegove intracerebroventrikularne primjene.

Ipak, postoje i rezultati koji upucuju na pozitivnu ulogu VIP-a u stjecanju 1 zadrZavanju
memorije. Glowa i sur. (1992.) su uocili kako antagonist VIP-a uzrokuje poremeceno ucenje u
Morrisovom vodenom labirintu, $to upucéuje kako VIP moze poboljSati prostorno pamcenje.
Pozitivni u€inci VIP-a zamijeceni su 1 u obliku smanjenja prostornih kognitivnih deficita. Jedna
doza intracerebroventrikularne, subkutane ili intraperitonealne injekcije VIP-a sprijecila je
smanjenje u broju to¢nih odgovora u radijalnom labirintu nakon amnezije izazvane
skopolaminom (Yamaguchi 1 Kobayashi, 1994.). Tome u prilog govore i optogeneticke
manipulacije VIP+ interneuronima i kompjutersko modeliranje koji su pokazali kako je VIP+
disinhibicija nuZzna za prostorno ucenje usmjereno ka cilju 1 reorganizaciju dinamike
piramidalnih neurona u hipokampusu, §to igra veliku ulogu u prostornom ucenju (Turi 1 sur.,
2019.). Osim farmakoloskih metoda, provodila su se istraZivanja i na transgeni¢nim
zivotinjama. VIP-deficijentni miSevi imali su normalnu sposobnost pocetnog ucenja i
prisje¢anja naucenog 24h nakon treninga, ali su pokazali smanjenu moguc¢nost prisje¢anja
strahom uvjetovanog ponaSanja 48h sati nakon treninga (Chaudhury i sur., 2008.). U miSeva s
20% redukcijom u mozdanoj ekspresiji VIP-a, uo€eni su poremecaji u ucenju, ukljucujuci

zaostajanje u stjecanju pamcenja (Gozes 1 sur., 1996.). Nasi podaci takoder govore u prilog

76



potencijalnom pozitivnom djelovanju VIP-a na pocetnu fazu prostornog ucenja stimuliranog
nagradom (Slika 19., Slika 38.). Osim nabrojanih uloga u prostornom pamcenju i retenciji, VIP
ima sposobnost antiapoptotskog, antiinflamatornog i neuroprotektivnog djelovanja. VIP
promice prezivljenje neurona putem djelovanja na glija stanice u kojima poti¢e sekreciju
neurotrofi¢nih ¢imbenika i inhibira sekreciju proinflamatornih medijatora. Buduéi da su VPAC
receptori vezani uglavnom uz Gas protein, VIP svoje neuroprotektivne ucinke provodi preko
signalne molekule cAMP. Hipoksija/ishemija moze potaknuti smanjenje ekspresije VIP
receptora i smanjiti VIP-ovisnu cAMP signalizaciju (Yang i sur., 2010.). Ako je to slucaj i u
ovom istrazivanju, onda mozemo zakljuciti kako je povecanje ekspresije VIP-a moguci
kompenzacijski neuroprotektivni odgovor na ozljedu u neonatalnoj dobi koji se dugorocno

zadrzao.
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6. ZAKLJUCAK

Pretpostavljamo da je akutno neonatalno izlaganje hipoksiji dovelo do neposrednih i/ili
kompenzatornih promjena u ekspresiji mnogih gena u brojnim mozdanim regijama, koje su se

zadrzale 1 u doba adolescencije Stakora i koje vjerojatno stoje u podlozi opazenih promjena u

ponasanju (Slika 39.).
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Slika 39. Prikaz zaklju¢ne pretpostavke djelovanja akutne neonatalne hipoksije na mozdano deblo,
talamus, somatosenzoricki korteks i hipokampus te posljedi¢ne promjene u ponasanju. (Kratice:
DA — dopamin, Glu — glutamat, OP — Test u otvorenom polju, PR - Test na plo¢i s rupama. Nazivi
NMDAR, AMPAR, GABAAR i PKA odnose se redom na podjedinice Grin2a, Gria2, Gabrb2 i
Prkar2a.)

U ovom istrazivanju smo, kao jednu od istaknutih posljedica hipoksije, uocili
hiperdopaminergiju, u vidu poveéane koncentracije dopamina u mozdanom deblu i pojacane
ekspresije gena za proteine uklju¢ene u dopaminsku transmisiju u jednoj od njegovih ciljnih

regija — talamusu.

Djelovanje hipoksije, izravno na talamus ili neizravno putem dopaminskog sustava iz
mozdanog debla, potaknulo je pojacanu ekspresiju gena ¢iji produkti sudjeluju u navodenju
talamo-kortikalnih aksona, stani¢noj adheziji, oslobadanju neurotransmitora i signalnoj
do poremecaja u strukturnoj organizaciji

transdukciji, Sto je moglo dovesti ili
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somatosenzorickog korteksa (koja se odvija u razdoblju nakon izlaganja hipoksiji) i/ili do

pojacanog otpustanja glutamata u sinapse s kortikalnim neuronima.

Djelovanje hipoksije izravno na somatosenzoricki korteks ili neizravno putem naruSene talamo-
kortikalne komunikacije, dovelo je do povisene ekspresije gena ¢iji produkti sudjeluju u
transmembranskom transportu, aktivnosti ionskih kanala, vezanju Ca?* iona i fosforilaciji
proteina, ukljucujuéi 1 klju¢ne podjedinice glutamatnih i GABA receptora koji posreduju

somatosenzoric¢ko procesiranje.

S druge strane, Cini se da je djelovanje hipoksije na hipokampus bilo izravno, bez posredovanja
dopaminom, te je prvenstveno dovelo do znaajne promjene u ekspresiji niza proteina

izvanstani¢nog matriksa §to je moglo uvelike narusSiti potencijal za sinapticku plasti¢nost.

Mozemo zakljuciti da se otezano somatosenzoricko procesiranje, uzrokovano strukturnim i/ili
neurokemijskim promjenama u somatosenzorickom korteksu, 1 naruSeno prostorno
procesiranje, uzrokovano strukturnim promjenama u hipokampusu, manifestira u vidu
znacajnih promjena u eksploratornom ponasanju i narusenom prostornom ucenju, koje se, u
slu¢aju vezivanja uz nagradu, kompenzira pojaCanom motivacijom posredovanom dopaminom

i VIP-om.

Daljnja istrazivanja usmjerena su na strukturnu karakterizaciju ovih mozdanih regija kao vaznu
kariku u povezivanju dugoro¢nih molekularnih (promjena genskoj ekspresiji) 1 funkcionalnih

(promjena u ponasanju) poremecaja izazvanih akutnom neonatalnom hipoksijom.
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8. PRILOG

Naknadno provedeni bihevioralni testovi u sklopu projekta: “Mozdani izvanstani¢ni matriks u

razvitku i perinatalnoj hipoksiji” (IP-2019-04-3128).
Test propinjanja u cilindru

Test propinjanja u cilindru mjeri spontanu vertikalnu lokomotornu aktivnost u malom prostoru,
u kojem je otklonjenja eksploratorna komponenta propinjanja. U testu koji je proveden u dobi
PND37 dvosmjerna analiza varijance nije pokazala znacajne razlike u spolu, tretmanu i

interakciji spola i tretmana (Slika P1.).

BP - Cilindar
251 [ Hipoksiéne Zenke
20 __ T 3 Kontrolne Zzenke
T . - .
154 E= Kontrolni muZjaci
3 Hipoksiéni muzjaci
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54
D L L
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Slika P1. Broj propinjanja (BP) kontrolnih i hipoksi¢nih §takora u cilindru. Rezultati su prikazani
kao srednja vrijednost i standardna pogreska (M+SEM).
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Rooting refleks

Rooting refleks test zasniva se na bilateralnoj stimulaciji podru¢ja lica nakon ¢ega se promatra
refleksni odgovor mladunaca u obliku puzanja naprijed s guranjem glave prema podrazaju.
Reakcija se boduje s 2 boda (puzanje prema podrazaju), 1 bod (guranje glave prema podrazaju
bez puzanja) ili 0 bodova (nema reakcije na podrazaj). Na slici P2. prikazan je ukupni rezultat
testa Rooting refleks kao zbroj bodova dobivenih tijekom 12 uzastopnih dana testiranja.
Studentov t-test pokazao je zna¢ajan utjecaj tretmana, Sto ukazuje da hipoksi¢ni Stakori imaju
deficit u somatosenzori¢kom procesiranju koji se ocituje kao smanjeni odgovor na podrazivanje

brkova.

[ [ Kontrolni
81 [ 3 Hipoksicni

0 T T
Kontrolni Hipoksiéni

Slika P2. Ukupni rezultat u Rooting refleks (RR) testu (0-2 boda po danu) dobiven tijekom 12
uzastopnih dana (P2-P14). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost i standardna pogreska
(M£SEM). *p<0,05, Studentov t-test
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Test pamc¢enja lokacije objekta

Test pamcenja lokacije objekta (eng. object location memory test, OLM) ispituje prostorno
pamcenje, a temelji se na spontanoj sklonosti glodavaca, koji su prethodno bili izlozeni dvama
identi¢nim objektima, da kasnije dulje istrazuju objekt postavljen na novu lokaciju, nego §to
istrazuju nepomaknuti objekt. Test je proveden u dobi PND38-PNDA40, a sastojao se od tri faze
testiranja: 1. Habituacija na prostor (5 min), 2. Prvi dan testiranja (10 min) 3. Drugi dan
testiranja (10 min). Prvog dana testiranja dva identi¢na objekta A i B postavljena su u razliCite
kuteve otvorenog polja te je mjerena frekvencija ulaska u zonu objekta B i frekvencija ulaska
u zonu objekta A (omjer dobivenih vrijednosti oznacen je kao Fpl). Drugog dana je objekt B
premjesten na novu lokaciju (drugi kut otvorenog polja) te je opet mjerena frekvencija ulaska
u zonu oba objekta (omjer dobivenih vrijednosti oznacen je kao Fp2) (Slika P3.). Trosmjerna
analiza varijanci pokazala je znacajan utjecaj interakcije tretmana i lokacije (p=0.009), kao
posljedicu povecanog interesa kontrolnih, ali ne i hipoksi¢nih zivotinja za novu lokaciju, §to

ukazuje na deficite u prostornom paméenju hipoksi¢nih Stakora.

OLM
3-
* 1 Kontrolni
T 3 Hipoksiéni
2-
- L L
1-
0 T L]
Fp1 Fp2

Slika P3. Rezultati OLM testa prikazani kao frekvencija ulaska u zonu objekta B / frekvencija
ulaska u zonu objekta A (Fp). Fp1 prikazuje vrijednosti prvog dana testiranja pri po¢etnom poloZaju
objekata. Fp2 prikazuje vrijednosti drugog dana testiranja, nakon $to je objekt B premjeSten na novu
lokaciju. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost i standardna pogreska (M£SEM). *p<0,01,
post-hoc analiza Tukey-evim nakon §to je trosmjerna analiza varijanci pokazala znacajan utjecaj
interakcije tretmana i lokacije
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9. POPIS KRATICA

Kratica

Actb
AMPA
AMPAR
cAMP
DA
DARPP-32
DRD1
DRD2
GABA
GABAAR
Gabrb2
GEK
Glu

GOl
Gria2
Grin2a
Grmb5

HI

HIE
Hprtl
HRA
IPP5
LTS

LC

NA
NMDA
NMDAR
PND
PKA
PKC

Znacenje

Gen za B-Aktin

a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolpropionska kiselina

AMPA receptor

Cikli¢ki adenozin monofosfat

Dopamin

Dopaminom i cAMP-om regulirani neuronalni fosfoprotein, Mr 32 kDa
Dopaminski receptor D1 (Drd1 - stakorski gen; DRD1 - ljudski gen)
Dopaminski receptor D2 (Drd2 - stakorski gen; DRD2 - ljudski gen)
Gama-aminomaslac¢na kiselina

GABA-A receptor

Gen za podjedinicu beta 2 GABAAR

Gen za endogenu kontrolu

Glutamat

Gen od interesa

Gen za podjedinicu 2 AMPAR

Gen za podjedinicu 2a NMDAR

Gen za metabotropni glutamatni receptor 5

Hipoksijsko-ishemijska ozljeda

Hipoksijsko-ishemijska encefalopatija

Gen za hipoksantin fosforiboziltransferazu 1

povecana tendencija propinjanja (eng. higher rearing activity)
Inhibitor 5 protein fosfataze 1

Lateralni tegmentalni sustav

Locus coeruleus

Noradrenalin

N-metil-D-aspartat

NMDA receptor

Postnatalni dan

Protein kinaza A

Protein kinaza C
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PLC
PP1
Ppplrlb
Ppplric
Prkar2a
gPCR
RT

RV

S-D

SN

VIP

VPAC
VTA

Fosfolipaza C

Protein fosfataza 1

Gen za DARPP-32

Gen za IPP5

Gen za podjedinicu PKA

Kvantitativna polimerazna lanc¢ana reakcija
Reverzna transkripcija

Rice-Vanucci

Sprague-Dawley

Supstancija nigra

Vazoaktivni intestinalni peptid (VIP - gen za vazoaktivni intestinalni
peptid)

Vazoaktivni intestinalni polipeptidni receptor

Ventralno tegmentalno podrucje

97
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