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Serotonin je bioloski aktivan amin prisutan u mozgu i perifernim tkivima sisavaca. IzvrSava razne
funkcije ovisno o odjeljku u kojemu djeluje. Za vrijeme embrionalnog razvoja, serotonin dovodi do
formiranja visokoorganiziranih struktura u somatosenzori¢koj kori Stakora, tzv. ba¢vastih polja. Cilj
ovoga diplomskoga rada bio je ispitati utjecaj poviSene koncentracije serotonina u doba perinatalnog
razvoja na formiranje i strukturu bacvastih polja. Koristili Smo mozgove izdvojene iz $takora tretiranih
5-hidroksitriptofanom (5HTP, prekursor serotonina), S$takora tretiranih tranilciprominom (TCP,
inhibitor ragradnje serotonina) i Stakora tretiranih fizioloskom otopinom (kontrola), 22. dana poslije
okota. Napravili smo prereze somatosenzoricke kore koje smo obojali po Nisslu. Ba¢vasta polja smo
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POPIS KRATICA

S5HIAA 5-hidroksi-3-indoloctena kiselina
SHT 5-hidroksitriptamin
S5HTP 5-hidroksitriptofan
CNS centralni ziv€ani sustav
MAO monoaminooksidaza
MAOA monoaminooksidaza A
MAOB monoaminooksidaza B
PND postnatalni dan

TCA talamokortikalni aksoni
TCP tranilcipromin

TPH triptofan-hidroksilaza
TPH1 triptofan-hidroksilaza 1
TPH2 triptofan-hidroksilaza 2

VMAT2 vezikularni monoaminski transporter 2



1. UVOD



1.1. SEROTONIN

Serotonin (5-hidroksitriptamin, 5HT) je bioloski aktivan indolamin prisutan u mozgu i
perifernim tkivima sisavaca. Pripada porodici monoaminskih neurotransmitera u kojoj su jos
histamin te katekolaminski neurotransmiteri (adrenalin, noradrenalin i dopamin). U prirodi je
Siroko rasprostranjen: od plodova raznih biljaka do glavonozaca. U mozgu regulira razvoj
serotonergi¢nih neurona i ciljnih tkiva tijekom neurogeneze, a kasnije ima ulogu
neurotransmitera koji posreduje u mnogim neurofizioloskim procesima (Lucki, 1998). Neke
od vaznih neurofizioloskih funkcija koje serotonin kontrolira ukljucuju raspolozenje,
hranjenje, spavanje, spolnu aktivnost, cirkadijane ritmove (fizioloski ciklusi od 24 h) te

kognitivnu fleksibilnost (Murphy i sur., 1998).

1.1.1. STRUKTURA | METABOLIZAM

Serotonin se sintetizira pomoc¢u dvije relativno jednostavne biokemijske reakcije iz
prekursora (esencijalne aminokiseline triptofan) preko meduprodukta 5-hidroksitriptofana
(5HTP). Ogranicavaju¢i korak u sintezi je reakcija hidroksilacije koju katalizira enzim
triptofan hidroksilaza (TPH) (Slika 1) (Walther i sur., 2003).
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Slika 1. Shematski prikaz reakcija sinteze serotonina

(preuzeto iz Hranilovi¢ i Blazevi¢, 2013).



Razgradnja serotonina ukljucuje oksidativnu deaminaciju Kkataliziranu enzimom
monoamin oksidaza (MAO) koji se nalazi na vanjskoj mitohondrijskoj membrani (Billet,
2004). Enzim MAO takoder sudjeluje i u metabolizmu katekolamina dopamina i
noradrenalina (Davies i sur., 1996). Glavni produkt razgradnje serotonina je 5-hidroksi-3-

indoloctena kiselina (5HIAA) koja se izlu¢uje urinom (Hranilovi¢ i Blazevié, 2013).

1.1.2. SMJIESTAJ I FUNKCIJA U PERIFERNIM TKIVIMA

Metabolizam serotonina u oba odjeljka (srediSnjem 1 perifernom) je isti, medutim,
razlikuju se neki enzimi koji sudjeluju u njegovom metabolizmu te funkcije koje serotonin
izvrSava u pojedinom odjeljku. U perifernim tkivima sintetizira se oko 90% ukupnog
serotonina. SHT koordinira 1 kontrolira odredene aspekte gastrointestinalnog,
kardiovaskularnog, misi¢nog, diSnog, osjetilnog i reproduktivnog sustava te sudjeluje u
procesu aktivacije trombocita. Periferni 5SHT se sintetizira u enterokromafinim stanicama
crijevne mukoze gdje se ujedno i pohranjuje u sekrecijskim granulama te se, u toc¢no
odredenim okolnostima, oslobada u portalnu cirkulaciju (Racke i sur., 1995).

U gastrointestinalnom sustavu 5SHT poti¢e kontrakciju glatkih miSia te pospjeSuje
crijevnu peristaltiku djeluju¢i pritom kao lokalni neurotransmiter i hormon. Metabolizira se
do S5HIAA prvenstveno u endotelnim stanicama pluca i jetre (Hranilovi¢ i Blazevi¢, 2013).

Vise od 99% serotonina u krvi je uskladiSteno u trombocitima. SHT se aktivno
transportira u trombocite preko 5HT transportera koji se nalazi na membrani trombocita.
Proces transporta dogada se tijekom cijelog Zivota trombocita koji traje oko 8 do 10 dana. Pri
zgruSavanju krvi, trombociti se vezu na niti fibrina te oslobadaju SHT koji djeluje kao
vazokonstriktor, a ujedno 1 pospjeSuje agregaciju trombocita ¢ime pridonosi procesu
hemostaze. lako je enzim MAOQO prisutan u trombocitima, veé¢ina SHT iz trombocita se
razgraduje u jetri 1 plu¢ima (Stolz, 1985). U kardiovaskularnom sustavu ima ulogu 1 u
regulaciji sr€anog ritma 1 krvnog tlaka (Berger 1 sur., 2009).

Na di$ni sustav, serotonin moze djelovati izravno preko centra za regulaciju disanja u
mozdanom deblu te neizravno putem vazodilatacije 1 vazokonstrikcije krvnih Zila. Serotonin
utjeCe 1 na kontrakcije skeletnih misSi¢a. U epifizi se serotonin kemijski transformira u
melatonin koji sudjeluje u regulaciji cirkadijanih ritmova. Nadalje, u reproduktivnom sustavu
serotonin moze djelovati na izlu¢ivanje testosterona, inhibiciju ejakulacije, kontrakciju

epididimisa te inhibiciju mokrenja kod muskaraca. Kod Zena djeluje na razvoj mlije¢nih



zlijezda, vazokonstrikciju, kontrakciju glatkih misi¢a maternice te sazrijevanje jajnih stanica i

izlu€ivanje progesterona (Berger i sur., 2009).

1.1.3. SMJESTAJ I FUNKCIJA U CENTRALNOM ZIVCANOM SUSTAVU (CNS-u)

Tijela neurona koji sintetiziraju 5HT skupljena su u regijama mozga koje se nazivaju
jezgre rafe (nuclei raphe) u ponsu i mozdanom deblu (Slika 2). Neuroni jezgara rafe pruzaju
svoje aksone u viSe razli¢itih kortikalnih i subkortikalnih regija mozga. Jednom kada
serotoninski zavrSeci stignu u ciljno podrucje, serotonin djeluje na razvoj ciljnih tkiva.
Tijekom razvoja mozga, SHT djeluje kao neurorazvojni signal koji regulira rast vlastitih
neurona i sazrijevanje ciljnih regija. U odrasloj dobi, serotonin modulira funkciju i plasti¢nost
odraslog mozga djelujuci kao neurotransmiter u serotonergi¢noj sinapsi (Whitaker-Azmitia,
2001).
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Slika 2. Prikaz sinteze, razgradnje i smjestaja SHT u CNS-u i perifernim tkivima
(preuzeto iz http://perpetuum-lab.com.hr/wiki/plab_wiki/_/farmakologi/serotonin-i-ergot-
alkaloidi-r280).

Nakon sinteze iz prekursora, neuronski SHT se aktivno prenosi u sinapticke vezikule uz
pomo¢ vezikularnog monoaminskog prijenosnika (VMAT) te se pohranjuje u aksonske

zavrsetke. U trenutku kad akcijski potencijal u presinapticCkom neuronu doputuje do



aksonskog zavrSetka, otvaraju se naponom regulirani kalcijevi kanali, kalcij ulazi u neuron te
potice egzocitozu SHT u sinaptic¢ku pukotinu. Oslobodeni SHT difundira preko sinapticke
pukotine i veze se na SHT receptore koji se nalaze na membrani postsinaptiCkog neurona
(Slika 3) (Berger i sur., 2009).

Receptori 5HT pripadaju obitelji receptora povezanih s G-proteinima (metabotropni) ili
ionskim kanalima reguliranih ligandom (ionotropni). Ukupno postoji sedam razreda
serotoninskih receptora, neki od njih su: 5-HT1A, 5-HT1B, 5-HT2, i 5-HT3 (Kitson, 2007).
Takoder, odredeni receptori 5HT, koji se nazivaju autoreceptori, nalaze se na presinapti¢kim
neuronima i reguliraju brzinu sinteze SHT i oslobadanje iz neurona (mehanizam negativne
povratne sprege) (Berger i sur., 2009).

Djelovanje 5HT u sinapsi mora biti vremenski ograni¢eno da bi se izbjegle nezeljene
posljedice konstitutivne aktivacije receptora, stoga se serotonin mehanizmom ponovnog
unosa transportira u presinapti¢ki neuron preko 5HT transportera (5HTt). Jednom kada 5HT
ponovno ude u presinapticki neuron, 5HT se ili ponovno pakira u vezikule (recikliranje) ili se

razgraduje do metabolita SHIAA djelovanjem MAO (Berger i sur., 2009).
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Slika 3. Mehanizam djelovanja serotonina kao neurotransmitera
(preuzeto iz http://www.completehealthdallas.com/Anti-
DepressantsNatural AlternativeDallas.html).



Razvoj neurona koji sadrzavaju serotonin prouc¢avan je u Stakora, kokosi, primata i ljudi.
SHT je mitogeni i morfogeni ¢imbenik, a ujedno i signal u diferencijaciji korteksa. Kod svih
vrsta najvec¢i funkcionalni status serotonina je u ranoj fazi razvoja, a razine u odrasloj dobi su
mnogo nize. U ljudskom mozgu, serotonergi¢ni neuroni se prvo uo¢avaju oko petog tjedna
gestacije i naglo se povecavaju tijekom desetog tjedna gestacije. Do 15. tjedna gestacije
postize se organizacija tijela serotonergi¢nih neurona u jezgrama rafe. Razine serotonina
povecéavaju se polako tijekom prve dvije godine Zivota I padaju nakon pete godine zivota.
Dolazak serotonina u ciljna podrucja prije katekolamina, moze regulirati razvoj ostalih
monoaminergi¢nih neurona u tim podru¢jima. Serotonin regulira sazrijevanje ciljnih podrucja
pa je kolicina serotonina klju¢na za pravilan razvoj mozdane kore (Whitaker-Azmitia, 2001).

Serotonin utjeCe na proces neurogeneze, podrezivanje sinapsi, oblikovanje dendrita,
remodeliranje, odrzavanje sinapse i migraciju neurona. Navedeni procesi mogu dovesti do
sofisticirane organizacije hipokampusa ili senzorickih mapa koje se nazivaju bacvasta polja
(eng. barrel fields) (Whitaker-Azmitia, 2001). Unutar somatosenzori¢ke kore, Zivotinje s
velikim brkovima imaju posebne module ili ,,ba¢ve unutar sloja IV koje sadrzavaju neurone
koji selektivno odgovaraju na stimulaciju jednog brka na kontralateralnoj strani njuske. U
Stakora, bacvasta polja se formiraju u prvom postnatalnom tjednu stvaranjem sinapsi izmedu
presinaptickih talamokortikalnih aksona (TCA) 1 postsinaptickih dendrita sloja IV
somatosenzoricke kore. Bacve Cine snopovi ziv€éanih vlakana okruzeni gustim granularnim
stanicama (neuronima) sloja IV koje ¢ine njihov rub i daju im karakteristi¢cnu morfologiju.
Prostor izmedu susjednih ba¢vi ¢ini Supljina (lat. septum) bez stanica (Li i Crair, 2011).

Bacvasto polje zaduzeno za primanje podrazaja iz brkova Stakora je organizirano u pet
redova naslovljenih slovima od A do E. Svaki red ima razli¢iti broj stupaca, pri ¢emu jedan
stupac odgovara jednoj bacvi. Red A i1 B imaju Cetiri stupca, red C ima pet stupaca, a redovi D
i E sedam. Navedena prostorna organizacija bacvastih polja odrazava organizaciju brkova na
njuski (Slika 4) (Miceli, 2013).



Bacvasto polje u
Podruéje u Podruéje u somatosenzorickoj
mozdanom deblu talamusu

Brkovi na njuski

Slika 4. Shematski prikaz prostorne organizacije ba¢vastih polja u somatosenzorickoj kori
te analognih regija u mozdanom deblu, talamusu i na njuski

(prilagodeno prema Li i Crair, 2011)

SHT u kori potjeCe iz aksonskih zavrSetaka jezgara rafa u mozdanom deblu. U
talamokortikalnoj sinapsi, SHT se uzima preko TCA pomoc¢u 5HT transportera. 5HT se tada
pakira u sinapticke vezikule preko transportera monoamina, VMAT2. 5HT koji se ne pakira u
zavrSecima TCA, degradira se djelovanjem enzima MAO. Ostatak 5SHT u talamokortikalnoj
sinaptickoj pukotini moze aktivirati G-protein povezan sa serotoninskim receptorom 5HT1B
eksprimiranim na TCA. 5HT1B receptor, 5HT transporter i VMAT2 su eksprimirani tijekom
prva tri postnatalna tjedna u zavrSecima TCA §to ukazuje na njihovu mogucu ulogu u razvoju

talamokortikalne sinapse (Li i Crair, 2011).

1.1.4. ODNOS IZMEDU SREDISNJEG I PERIFERNOG ODJELJKA

Sredisnji i periferni odjeljak su odvojeni, ali i povezani dijelovi. Prvo, SHT se sintetizira i
regulira neovisno u svakom odjeljku. Enterokromafine stanice i serotonergi¢ni neuroni koriste
razli¢ite enzime TPH (TPH1 i TPH2) za sintezu SHT. Nadalje, krvno-mozdana barijera
sprjeCava mijesanje serotonina iz ta dva odjeljka. Proteini koji reguliraju djelovanje 5HT u
oba odjeljka kodirani su istim genima, imaju identicnu primarnu strukturu i slijede istu
kinetiku. Tijekom fetalnog i ranog postnatalnog razvoja, krvno-mozdana barijera nije posve
formirana te serotonin mozZe slobodno prelaziti izmedu odjeljaka 1 na taj nacin periferni

serotonin moze utjecati na razvoj neuralnog SHT sustava (Walther i sur., 2003).



1.1.5. SEROTONINSKA HOMEOSTAZA

Tijekom razvoja, serotonin mora biti prisutan u razli¢itim regijama mozga u optimalnoj
koncentraciji koja je kontrolirana preko razina sinteze i degradacije 5SHT (ekspresija sintetskih
i razgradnih enzima), kao i preko intenziteta i trajanja sinapticke aktivnosti SHT (ekspresije
serotoninskih receptora i transportera) (Walther i sur., 2003).

Sam serotonin regulira rast neuralnih terminalnih zavrSetaka pozitivno, preko interakcije s
faktorima rasta u ciljnim tkivima i negativno, preko interakcije s autoreceptorima 5HT na
serotonergi¢nim zavrSecima (Whitaker-Azmitia, 2001, Chugani, 1997). Neuroni u kulturi koji
se tretiraju povisenom koncentracijom analoga cAMP, mijenjaju morfologiju te fenotipski
nalikuju na zrele serotonergi¢ne neurone. Ta promjena postize se indukcijom ekspresije
triptofan hidroksilaze (ograni¢avaju¢eg enzima u nastanku serotonina) i Smanjenjem
ekspresije inhibicijskog autoreceptora (Chugani, 1997).

No, serotonin moze i inhibirati rast zavrSetaka, preko serotoninskih receptora na
serotonergi¢nim zavrSecima (Whitaker-Azmitia, 2001). Receptori 5SHT1A nalaze se na tijelu
serotonergi¢nih neurona u jezgrama rafe kao i u ciljnim tkivima, pogotovo u limbi¢kom
sustavu. U zrelom mozgu, u jezgrama rafe, receptori 5SHT1A su inhibicijski autoreceptori.
Slicno, tijekom razvoja, receptor SHT1A u jezgrama rafe ima ulogu u inhibicijskoj
autoregulaciji razvoja serotoninskih neurona. Autoinhibicijska uloga serotonina preko
receptora 5SHT1A ostvaruje se preko inhibicije sekundarnog glasnika (CAMP-a) (Whitaker-
Azmitia, 2005).

1.2. POREMECAJ SEROTONINSKE HOMEOSTAZE

1.2.1. KLINICKA ISTRAZIVANJA

Poremecena homeostaza S5HT moze uzrokovati poremecaje u razvoju organizma ili
poremecaje ponasanja. Smatra se da promjena u serotoninskoj homeostazi predstavlja
neurobiolosku podlogu nekih bolesti poput autizma, Downovog sindroma, depresije,
shizofrenije, opsesivno-kompulzivnog poremecaja, anoreksije, bulimije, bipolarnog
poremecaja te alkoholizma (Whitaker-Azmitia, 2001). Autizam je neurorazvojni sindrom
kojeg karakteriziraju problemi u socijalnoj interakciji, jeziku i komunikaciji te prisutnost

stereotipnih ponasanja i interesa (Whitaker-Azmitia, 2005).



Najcesca poveznica SHT i autizma je hiperserotoninemija (povisSena razina serotonina u
krvi). U istrazivanjima provedenima u zadnjih nekoliko desetljeca otkrivene su povecane
razine 5HT u Kkrvi u jednoj trecini oboljelih od autizma, ali jo§ uvijek nije razjasnjen
mehanizam promatranog fenomena i povezanosti S poremecajem serotonina u CNS-u. Jedno
od objasnjenja je da dolazi do promjene u ekspresiji jednog ili viSe serotoninskih elemenata
§to moze dovesti do poremecéene regulacije prijenosa 5SHT u mozgu (na taj nacin pogada se
rani razvoj i nastaju promjene u ponasanju karakteristicne za autizam), a u periferiji je
prisutna hiperserotoninemija. Drugo objas$njenje je da poremecéena regulacija homeostaze
S5HT u periferiji moze uzrokovati povecane koncentracije serotonina u krvi. Postoji
mogucnost da visoke razine SHT inhibiraju razvoj SHT neurona tijekom fetalnog i
postnatalnog razvoja (prije formiranja krvno-mozdane barijere) i dovode do anatomskih i
fizioloSkih promjena karakteristi¢nih za autizam (Whitaker-Azmitia, 2005).

Pokazalo se da postoji povezanost izmedu serotonina i razvoja alkoholizma. Pri
konzumiranju alkohola dolazi do povecane aktivnost SHT3 receptora S§to je vjerojatno
posljedica ili direktne interakcije alkohola i receptora ili interakcije alkohola i drugih
molekula povezanih s receptorom na stani¢noj povrsini. Posljedica poveéane aktivacije 5SHT3
receptora je povecano otpuStanje drugih neurotransmitera vezanih uz glavne simptome
alkoholne intoksikacije. Kroni¢no konzumiranje alkohola vodi do tolerancije koju
obiljeZavaju znatne adaptivne promjene u mozgu. Primijec¢eno je da pri kroni¢noj konzumaciji
alkohola, dolazi do povecane aktivacije SHT2 receptora. Nakon prestanka konzumiranja
alkohola, javlja se obrazac ponasanja slican anksioznosti §to se pripisuje visokoj koncentraciji
5HT vezanog na 5HT2 receptor. Blokiranje 5HT2 antagonistima je pokazalo smanjenje
anksioznog ponasanja $to potkrepljuje tezu da su 5HT i njegovi receptori povezani s
kratkoro¢nim i dugoro¢nim efektom konzumiranja alkohola. Pretpostavlja se da se ovisnost o
alkoholu (alkoholizam) razvija jer mozak nastoji nadoknaditi sniZzene razine serotonina.
Naime, pronadeno je da je u mozgovima Stakora ovisnih o alkoholu izrazito smanjena
koncentracija serotonina u podru¢ju jezgra rafa i centara za nagradu odgovornih za efekt
nagrade pri konzumiranju alkohola. Moguce je da mozak razvija ovisnost o alkoholu ne bi li
time nadoknadio manjak serotonina buduéi da i pri akutnom djelovanju, alkohol poveéava

razinu serotonina i aktivira njegove receptore (McBride, 2004).



Relativno niska koncentracija serotonina je pronadena u cerebrospinalnoj tekucini ljudi
oboljelih od shizofrenije. Istrazivanja su pokazala postojanje korelacije izmedu niske
koncentracije serotonina u mozgu i suicidalnih te agresivnih epizoda u shizofrenim
pacijentima S$to ukazuje da je serotonin potencijalno ukljuéen i u razvoj shizofrenije (Van

Praag, 1983).

1.2.2. ISTRAZIVANJA NA ANIMALNIM MODELIMA

Postoji nekoliko animalnih modela razvijenih u svrhu proucavanja poremecaja
serotoninske homeostaze. Dva su modela dobivena inatkivacijom gena mutacijom te
podupiru ¢injenicu da u raznim mentalnim, neurolo$kim i razvojnim poremecajima dolazi do
promjene u serotonergicnim elementima u srediSnjem 1 perifernom odjeljku. U prvom modelu
mutiran je gen za SHT transporter §to rezultira poveéanom aktivno$éu SHT transportera i
posljedi¢no pove¢anim unosom SHT. U mozgu se mijenja aktivacija serotonergi¢nih neurona
jezgara rafe dok se na periferiji javlja hiperserotoninemija (Sutcliffe i sur., 2005).

U drugom modelu inaktiviran je gen za receptor serotonina (SHT1A) koji igra vaznu
ulogu u razvoju mozga, dok kod odrasle jedinke ima funkciju autoreceptora koji regulira
otpuStanje SHT u sinaptiCku pukotinu. Knockout miSevi za SHTI1A receptor bili su
hiperserotoninemicni te su pokazivali povecanu ankzioznost (Janusonis i sur., 2006).

Model razvojne hiperserotoninemije (DHS, engl. developmental hyperserotonemia) je
farmakoloski model dobiven tretiranjem Stakora neselektivnim agonistom SHT receptora (5-
metoksitriptaminom) u razdoblju razvoja serotonergi¢nih neurona od 12. gestacijskog dana do
20. postnatalnog dana (Shemer i sur., 1991). Stakori su pokazali metaboli¢ke promjene u
mozgu istrazivane oslikavanjem mozga in vivo, dok je u postmortalnim analizama mozdanog
tkiva uocen gubitak stanica koje sadrzavaju oksitocin u paraventrikularnoj jezgri
hipotalamusa i poviSenu razinu peptida povezanog s kalcitoninskim genom u amigdali. Na
razini pona$anja, Zivotinje su pokazale preosjetljivost na zvucni ili taktilni podrazaj, dok su
promjene u socijalnim i drugim ponasanjima nalikovale onima koje se manifestiraju u

autizmu (McNamara i sur., 2008).



1.2.3. MODEL PERINATALNO POREMECENOG METABOLIZMA SEROTONINA

U Zavodu za animalnu fiziologiju razvijen je model Stakora s perinatalno
poremeéenim metabolizmom serotonina. Stakori perinatalno tretirani prekursorom sinteze
5HT, 5-hidroksitriptofanom (5HTP) ili inhibitorom razgradnje 5HT, tranilciprominom (TCP)
imaju promijenjenu serotoninsku homeostazu. Pri tome, SHTP izaziva hiperserotoninemiju
bez znacajnih promjena razine serotonina u mozgu, a TCP uz hiperserotoninemiju izaziva i
znacajan porast razine serotonina u Mozgu. Izlozenost poviSenim koncentracijama SHT
tijekom razvoja mozga rezultirala je dugoro¢nim promjenama na biokemijskoj razini (sniZzena
razina 5HT), ekspresijskoj razini (pojac¢ana ekspresija gena za MAO) i na razini ponasanja
(anksioliticki ucinak). Pri tome su navedene promjene slabije izrazene u zivotinja s
perinatalno narusenom homeostazom 5HT u perifernom odjeljku (tretman 5SHTP-om), a jace u
Zivotinja tretiranima S TCP-om koji naruSsava homeostazu serotonina i u sredisnjem i u

perifernom odjeljku (Hranilovi¢ i sur., 2011; Blazevi¢ i Hranilovi¢, 2013).
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2. CILJ



U ovom diplomskom radu istrazili Smo utjecaj perinatalno poviSene razine SHT na
obrazac formiranja i citoarhitekturu bacvastih polja u somatosenzorickoj kori mladunaca
Stakora. U tu smo svrhu nacinili histoloske preparate mozga Stakora neposredno po zavrsetku
perinatalnog tretmana prekursorom serotonina, 5-hidroksitriptofanom, inhibitorom razgradnje
serotonina, tranilciprominom ili fizioloSkom otopinom. Kvalitativnu usporedbu prereza
mozga izvrsili smo pod svjetlosnim mikroskopom nakon bojanja po Nisslu, a kvantitativnu
mjerenjem povrsine, opsega i Feretovog promjera bacvi u ba¢vastom polju nakon skeniranja

preparata.
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3. MATERIJALLI |
METODE



3.1. MATERUALI

3.1.1. UZORCI

U istrazivanjima su koriSteni mozgovi Cetiriju Stakora tretiranih SHTP-om, triju
Stakora tretiranih TCP-om 1 triju Stakora tretiranih fizioloSkom otopinom. Mozgovi su

izdvojeni 22. dana nakon okota i drzani su 14 dana u 4% paraformaldehidu.

3.1.2. KEMIKALIE
o Cresyl violet (histokemijska boja)

° deionizirana H,O
o etanol (25%, 50%, 70%, 96%, 100%)
o paraformaldehid (4%)

o parafin

o toluen

o ksilen

o agaroza (Oxoid microbiology, Velika Britanija)
o Histomount (National Diagnostics)

3.1.3. PRIBOR | POMAGALA
o mikropipete (BRAND TransferpetteR, Njemacka)

o predmetna stakalca (Super frost, Menzel-Glaser, Njemacka)
J pokrovnice
o kadica za ispiranje

o 15 mL Falcon epruvete (BD Biosciences, SAD)

o vodena kupelj (Memmert GmbH Co. KG, Njemacka)
o mikroskop (Olympus Provis AX70, Japan)

o vibratom 1500 (Vibratome, SAD)

o fotoaparat (Nikon DXM1200, Japan)

o skener (Hp Scanjet 3570c, SAD)

o skalpel

o hladnjak (+4 °C)

o zamrzivac (-20 °C)
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3.2. METODE

3.2.1. IZRADA HISTOLOSKIH PREPARATA

Na samom pocetku postupka pripreme prikladnih histoloskih preparata mozgova je

postupak parafinizacije, u svrhu odrzavanja strukture mozdanog tkiva (Tablica 1).

Tablica 1. Sumarni prikaz koraka pri uklapanju uzoraka u parafin i odgovarajué¢eg vremena

potrebnog za svaki korak

korak pri uklapanju u parafin | vrijeme

1. FIKSACIJA 5-7 dana na +4°C
(4%-tna otopina
paraformaldehida, puferirani)

2. ISPIRANJE u dH,0 24 h

(demineralizirana)

3. DEHIDRACIJA

25 % alkohol 2x30 min
50 % alkohol 2x30 min
70 % alkohol 2x30 min
96 % alkohol 2x30 min
100 % alkohol 2x30 min
4. TOLUEN I PARAFIN 15-20 min (maksimalno 30 min)

(u omjeru 50:50)

5. PARAFIN 3 promjene, sve ukupno unutar
3-6h

Parafinizaciju smo zapoceli dvotjednom fiksacijom uzoraka u 4%-tnoj otopini
paraformaldehida. Nakon toga, uzorke smo stavili u kadice napunjene demineraliziranom
vodom i ostavili ih 24 h. Napunili smo pet kadica etanolom te smo stavljali uzorke u kadice
redom od najniZe do najvise koncentracije etanola (pocevsi od 25%-tnog etanola, zatim 50%-
tnog, 70%-tnog, 96%-tnog i naposljetku 100%-tnog etanola). Uzorci su u pojedinoj
koncentraciji etanola bili dva puta po 30 min (ukupno 1 h). Svakih pola sata, izlili smo etanol

u kojemu je uzorak te ponovno dodali istu koncentraciju etanola u kadicu. Po zavrSetku
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ispiranja u demineraliziranoj vodi i etanolu, uzorke smo stavili u toluen i parafin (u omjeru
50:50), zatim u 100%-tni parafin u kojemu smo ih drzali 3-6 h (uz tri promjene izlijevanja-
uljevanja parafina unutar toga vremenskoga perioda). Uzorci uklopljeni u parafin mogu stajati
duze vrijeme, do prikupljanja preostalih uzoraka i1 parafinizacije istih. Nakon prikupljanja i
uklapanja svih uzoraka, uslijedio je postupak deparafinizacije. Postupak deparafinizacije smo
zapoceli stavljanjem uzoraka u kadice s etanolom redom od najvise do najnize koncentracije
etanola (pocevsi od 100%-tnog etanola, zatim 96%-tnog, 70%-tnog, 50%-tnog i naposljetku
25%-tnog etanola). Uzorci su u pojedinoj koncentraciji etanola bili 3 min. Po zavrSetku
ispiranja u etanolu, uzorke smo stavili u ksilen (dva puta po 3 min). lIzolirali smo
somatosenzoricku koru tako da smo ogulili parijetalni rezanj i pomocu skalpela napravili rez
od 5x10 mm te ga potom uklopili u 4%-tni agarozni gel. U takvom obliku uzorci su bili
spremni za rezanje. Uzorke smo rezali pomoc¢u vibratoma sve dok je bilo tkiva. Debljina
rezova je bila u rasponu izmedu 50 1 70 um, a prosjean broj rezova po uzorku je bio 16.
Nakon rezanja, uzorke smo lijepili na stakalca, posebno dizajnirana za prihvacanje histoloskih
preparata zbog povrsinskog sloja silicija 1 bez ikakvih dodatnih ljepila. Po stakalcu je bilo 4
do 10 rezova, ovisno o veli¢ini rezova. Prerezi na stakalcima susili su se na zraku 24h. Iduéi
dan, uzorke smo stavili 10 min u kadicu ispunjenu bojom Cresyl violet (bojanje po Nisslu).
Boja Cresyl violet je histokemijska boja koja tamno ljubicasto boji tijela neurona, odnosno,
hrapavi endoplazmatski retikulum §to omogucava vizualizaciju svjetlosnim mikroskopom.
Nakon bojanja, zapoceli smo odbojavanje (ispiranje) kako bi dobili najbolju razlu¢ivost tkiva
otklanjanjem suviska boje. Ispirali smo u kadicama s deioniziranom vodom, 75%-tnim
etanolom i 95%-tnim etanolom. Ovisno o intenzitetu boje Cresyl violet (svjetlije-tamnije),
vrijeme ispiranja je variralo izmedu 1 i 5 min. Nakon toga, ispirali smo dva puta po 3 min u
100%-tnom etanolu. Kona¢no ispiranje napravili smo uranjanjem preparata u kadicu s
ksilenom (dva puta po 3 min). U navedenim koracima parafinizacije, deparafinizacije, bojanja
i odbojavnja, koristili smo volumene tekuéina i otopina koji su bili dovoljni da uzorci mogu
biti u potpunosti uronjeni u njima. Za trajno spremanje preparata, pokrili smo preparat
posebnim sredstvom Histomount i poklopili pokrovnicom. Preparati su se osusili na sobnoj

temperaturi preko no¢i.
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3.2.2. ANALIZA | SLIKANJE PREPARATA

Preparate smo sustavno pregledavali pod svjetlosnim mikroskopom pod povecanjem
4x dok nismo identificirali podrucje bacvastih polja. Najbolje preparate smo fotografirali
fotoaparatom prikljuéenim na mikroskop, koriste¢i pritom povecanje 2X. Nakon toga, svaki
preparat smo skenirali u svrhu dobivanja digitalnih slika preparata koje se mogu kvantitativno

analizirati. Po preparatu je bilo vise mozdanih presjeka.

3.2.3. OBRADA | ANALIZA SLIKA

Nakon dobivanja digitalnog oblika preparata, uslijedila je obrada i analiza slika pomocu
programa Microsoft Office Picture Manager, Paint i ImageJ. Na pocetku pomocu programa
Microsoft Office Picture Manager svaka slika preparata se zumira (50%-70%) da bi se
uhvatio pojedinacni presjek te se potom pojedinacni presjek izrezuje 1 pohranjuje na racunalu.
Svaki tako izrezani i izolirani presjek se ponovno otvara u programu Microsoft Office Picture
Manager da bi se namjestio kontrast i svjetlina. Manipuliranje kontrastom i svjetlinom nam je
omogucilo da vizualiziramo dijelove ba¢vastog polja koji se ne vide nakon skeniranja ili
fotografiranja. NajéeS¢e vrijednosti kontrasta su bile od -20 do +20, dok su vrijednosti
svjetline bile od 0 do +30. Medutim, svaki presjek je zahtijevao individualni pristup te je bilo
i odstupanja od toga raspona. Nakon uredivanja slike slijedila je selekcija slika koje ¢e se
analizirati pomoc¢u programa ImagelJ. Kriterij za selekciju je bila vidljivost ba¢vastih polja,
odnosno pojedina¢nih ba¢vi podru¢ja somatosenzori¢kog korteksa zaduzenog za primanje
podrazaja iz brkova $takora. Program Imagel je besplatan program koji se moze pronaci na
internetu, a posluzio nam je ocrtavanju pojedinih ba¢vi u preparatima 1 dobivanja podataka o
njihovoj geometriji. Prethodno smo pomoc¢u milimetarskog papira umetnutog na jedan
preparat ustanovili da 186.7 piksela ¢ini 1 mm te smo tu vrijednost primijenili na sve
analizirane preparate. Pri analizi, koristili smo idu¢e geometrijske veli¢ine: povrsinu, opseg i
Feretov promjer (udaljenost izmedu dvije paralelne tangente polozene na ocrtanu ba¢vu koja
nam daje informaciju o veli¢ini ba¢ve). Svaku smo ba¢vu ocrtali, oznacili brojem i dobili
njene geometrijske podatke koje smo pohranili u tablicnom obliku u Microsoft Excel-u. Od
svih prereza mozga zivotinje iz svake od triju tretiranih skupina odabrali smo po jedan

reprezentativni (analogni) prerez za statisti¢ku analizu.
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3.2.4. STATISTICKA ANALIZA

Pri statistickoj obradi podataka koristili smo program GraphPadPrism 5. Za
odredivanje pravilnosti distribucije Kkoristili smo Kolmogorov-Smirnov test. Pravilno
distribuirane parametre usporedili smo jednosmjernom analizom varijance (ANOVA) s
naknadnim Dunnettovim testom. Parameti koji nisu imali pravilnu distribuciju analizirali smo
neparametrijskom Kruskal-Wallis analizom s naknadnim Dunnovim testom. Rezultati su
prikazani kao srednja vrijednost (engl. mean, M) + standardna devijacija (engl. standard

deviation, SD). Znacajnost rezultata je prihva¢ena kod p < 0,05.
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4. REZULTATI



4.1. ANALIZA HISTOLOSKIH PREPARATA

Slika 5 prikazuje tipi¢an presjek mozga u skupinama tretiranim fizioloSkom
otopinom, SHTP-om i TCP-om. Ba¢ve u mozgu iz kontrolne skupine imaju jasno definirani
obrub kojeg ¢ine granularne stanice. Organizacija bacvi u ba¢vastom polju je oCuvana te
mozemo jasno odrediti red (A-E) i stupac (broj) ba¢ve zaduzene za primanje podrazaja iz
odgovarajuceg brka. Skupina tretirana SHTP-om nema znacajno narusenu organizaciju bacvi
u usporedbi s kontrolnom skupinom. Skupina tretirana TCP-om ima vidljivo narusenu

organizaciju bacvi u bac¢vastom polju. Ba¢ve su difuzne sa slabo definiranim obrubom.

A)

B)

)

Slika 5. Tipi¢an prerez mozga $takora tretiranog A) fizioloskom otopinom, B) 5-HTP-om i C)
TCP-om, pod svjetlosnim mikroskopom (povecanje 2x) nakon bojanja po Nisslu. Strelice
oznacavaju obrub bacve, koji u prerezu C) nije jasno definiran.
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4.2. KVANTITATIVNA ANALIZA BACVI U BACVASTOM POLJU

Vidljivu kvalitativnu razliku u organizaciji bacvastih polja pokusali smo kvantificirati

analizom povrsine, opsega i Feretovog promjera bacvi.

4.2.1. POVRSINA

Tablica 2 prikazuje prosjec¢nu povrsinu bacvi u pojedinim redovima bac¢vastog polja u
dijelu somatosenzorickog korteksa koji prima podrazaje iz brkova Stakora. S obzirom da su
bacve iz reda A imale znacajno manje vrijednosti povrsine od bacvi iz ostalih redova (B-D),

one su iskljucene iz usporedbe prosjecnih vrijednosti povrsine.

Tablica 2. Prosje¢na povrsina bacvi (x 102 mm?) i broj batvi (u zagradi) u pojedinim

redovima bacvastog polja u prerezima somatosenzorickog korteksa tretiranih zivotinja

redak u bac¢vastom polju
skupina A B C D
fizioloSka otopina 3.17+0.05 4.54 +1.00 510+ 1.64 512+ 1.85
(©) (5 (©) (4)
SHTP 3.62+0.91 3.90 £0.42 3.40+0.14 3.25+0.49
(4) ) ) 2
TCP 3.93+2.20 3.98+0.42 525+0.42 6.98 +1.69
©) (4) (4) ()

Utjecaj tretmana na povrsinu bacvi je bio znacajan (P = 0.0152, KW = 8.377), pri
Gemu su §takori tretirani TCP-om imali nesto veéu prosjeénu povr§inu (5.52 x 1072 mm?® +
1.66 x 10 mm?) od kontrolnih (4.90 x 10°mm? + 1.42 x 102 mm?), a §takori tretirani SHTP-

om zna&ajno manju (3.52 x 102mm? + 0.43 x 102 mm?) (Slika 6).
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Povrs$ina (x 102 mm?)
o

fizioloska otopina 5HTP TCP

Slika 6. Prosjec¢na povrsina bacvi u ba¢vastom polju Stakora tretiranog fizioloskom otopinom
(FO), 5-hidroksitriptofanom (5HTP) i tranilciprominom (TCP). Rezultati su prikazani kao
srednje vrijednosti + standardna devijacija. *p < 0,05 Dunnova post-hoc analiza nakon
Kruskal-Wallisovog testa.

4.2.2. OPSEG

Tablica 3 prikazuje prosjecan opseg bacvi u pojedinim redovima bacvastog polja u
dijelu somatosenzorickog korteksa koji prima podrazaje iz brkova Stakora. S obzirom da su
bac¢ve iz reda A imale zna¢ajno manje vrijednosti opsega od bacvi iz ostalih redova (B-D),

one su isklju¢ene iz usporedbe prosjecnih vrijednosti opsega.
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Tablica 3. Prosjetan opseg bacvi (x 10 mm) i broj badvi (u zagradi) u pojedinim redovima

bacvastog polja u prerezima somatosenzorickog korteksa tretiranih zivotinja

redak u ba¢vastom polju
skupina A B C D
fizioloSka otopina 66.27+0.68 | 85.00+9.27 | 86.50+14.0 | 87.00+17.58
©) () ©) 4)
SHTP 73.25+£9.71 | 81.00+3.25 | 70.85+2.75 74.60 £ 3.68
(4) 2 2) 2
TCP 55.70 £28.50 | 74.70 £4.18 | 89.55+7.00 | 106.6 +10.10
(©) 4) 4) ©)

Utjecaj tretmana na opseg bacvi je pokazao indikativnu razliku (P = 0.0612, KW =
5.586), pri Gemu su §takori tretirani TCP-om imali nesto veéi prosje¢an opseg (91.52x10%mm
+ 15.71 x 10mm) od kontrolnih (86.11 x 10%mm + 12.63 x 10°mm), a Stakori tretirani
5HTP-om nesto manji (75.48 x 10°mm  + 5.23 x 10“mm), no razlika nije bila znagajna (Slika
7).
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Slika 7. Prosjecan opseg bac¢vi u ba¢vastom polju Stakora tretiranog fiziolosSkom
otopinom (FO), 5-hidroksitriptofanom (5HTP) i tranilciprominom (TCP). Rezultati su

prikazani kao srednje vrijednosti + standardna devijacija.

4.2.3. FERETOV PROMJER

Tablica 4 prikazuje prosjec¢an Feretov promjer u pojedinim redovima bac¢vastog polja u
dijelu somatosenzorickog korteksa koji prima podrazaje iz brkova Stakora. S obzirom da su
bacve iz reda A imale znacajno manje vrijednosti Feretovog promjera od bacvi iz ostalih

redova (B-D), one su iskljucene iz usporedbe prosjecnih vrijednosti Feretovog promjera.
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Tablica 4. ProsjeCan Feretov promjer ba¢vi (mm) i broj ba¢vi (u zagradi) u pojedinim

redovima bacvastog polja u prerezima somatosenzorickog korteksa tretiranih Zivotinja

redak u ba¢vastom polju

skupina A B C D
fizioloSka otopina 43.16+1.23 | 58.56+940 | 57.58+9.41 | 59.47+12.92

(©) ©) ©) (4)
SHTP 51.37+6.78 | 58.69+6.05| 49.05+4.87 53.15+0.93

4) 2) 2) )
TCP 60.74£0.61 |48.35+£3.38| 59.40+£6.78 | 73.80+8.90

@) (4) (4) ©)

Utjecaj tretmana na Feretov promjer nije pokazao znacajnu razliku (P = 0.3236, F =
1.172), iako su Stakori tretirani TCP-om opet imali neSto veci prosjeCan Feretov promjer
(61.55mm + 12.76mm) od kontrolnih (58.47mm + 9.67mm), a Stakori tretirani SHTP-om
nesto manji (53.63mm + 5.56mm) (Slika 8).
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Slika 8. Prosjecan Feretov promjer bac¢vi u ba¢vastom polju Stakora tretiranog fizioloSkom
otopinom (FO), 5-hidroksitriptofanom (5HTP) i tranilciprominom (TCP). Rezultati su
prikazani kao srednje vrijednosti + standardna devijacija.
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5. RASPRAVA



Bacve su jednostavan i istrazivacki pristupaéan model za proucavanje kortikalnog
razvoja i funkcije. Medutim, jo$ uvijek nije poznat toCan mehanizam formiranja bacvi niti
njihova specifi¢na funkcija. Takoder, nije uocen funkcionalni nedostatak njihove odsutnosti u
zivom glodavcu. No ipak, citoarhitektura bacvastih polja moze posluziti kao indikator
pravilnog razvoja kore mozga i odstupanja od istog. Budu¢i da je za pravilan razvoj bacvi
nuzna komunikacija izmedu talamokortikalnih aferentnih aksona (TCA) i neurona kore u
razvoju, moguce je manipulacijama u aferentnom putu naru$iti veli¢inu i1 organizaciju
bacvastih polja.

Rezultati jedne skupine istrazivanja impliciraju esencijalnu ulogu periferne neuralne
aktivnosti na razvoj i formiranje strukturalnog obrasca bacvi. Intaktni brkovi su nuzni za
pravilno formiranje bacvi, stoga manipulacija brkovima moze posluziti za proucavanje
formiranja bac¢vi. Rezanje infraorbitalne grane trigeminalnog zivca koji je, izmedu ostaloga,
ukljuéen u aferentni put od brkova do kore, znacajno je poremetilo formiranje bacévi i
rezultiralo je smanjenim grananjem TCA. Teska ozljeda ili uklanjanje pojedina¢nog brka
rezultira nedostatkom analogne bafve u somatosenzorickoj kori. Nadalje, glodavac s
embrionalno transplantiranim dodatnim brkom, imat ¢e i dodatne bac¢ve koje reprezentiraju taj
brk u somatosenzori¢koj kori (Li i Crair, 2011). Druga skupina istrazivanja dobila je
kontradiktorne rezultate koji impliciraju da uloga periferne neuralne aktivnosti nije
esencijalna u formiranju bac¢vi. Pritom su farmakoloskim manipulacijama pokusali blokirati
neurotransmisiju na razini $irenja akcijskog potencijala ili na razini vezanja neurotransmitera
na receptor. Pri koriStenju antagonista natrijevih naponom reguliranih kanala koji blokiraju
propagaciju akcijskog potencijala, uobi¢ajeno formiranje bac¢vi u mozdanom deblu, talamusu i
somatosenzoric¢koj kori je zadrzano. KoriStenje antagonista glutamatskih (NMDA) receptora
takoder nije pokazalo utjecaj na formiranje bafvi. Navedene farmakoloSke manipulacije
upucuju da formiranje bacvi ne ovisi o neuralnoj aktivnosti, no ne mogu objasniti znac¢ajan
utjecaj ozljeda u perifernom Zivcu ili embrionalne transplantate brka na razvoj bacvi (Li i
Crair, 2011). Istrazivanja bazirana na molekularno-genetickim manipulacijama su pridonijela
dubljem razumijevanju formiranja bacvi. Divlji tip misa posjeduje aferentne nakupine TCA u
centru bac¢ve dok neuroni sloja IV okruzuju TCA nakupine ¢ineci obrub bacve. Kod jedne
skupine mutanata poput CxNR1 knockout miseva, kojima nedostaje funkcionalni NMDA
receptor u kortikalnim ekscitacijskim neuronima, formiranje nakupina TCA u centru bacvi je
intaktno, ali obrub sloja IV je odsutan. U drugoj skupini mutanata poput AC1 knockout
miseva, kojima nedostaje enzim adenilat ciklaza 1, nakupina TCA i obrub sloja IV su u

potpunosti odsutni (Li i Crair, 2011).
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Rezultati dosada$njih istrazivanja implicirali su i vaznu ulogu serotoninske
neurotransmisije u regulaciji razvoja bacvastih polja te su pokazala da visak serotonina u
sinaptiCkoj pukotini narusava strukturu bacvastih polja, vjerojatno djelujuci preko SHT1B
receptora na okon¢inama TCA. U mutantima za 5HT transporter dolazi do formiranja
bacvastih polja, medutim, ona su zna¢ajno deformirana. Obrub bacvi je slabo definiran i tesko
Supljina rezultiraju bacvastim poljem koji se veli¢inom ne razlikuje od bac¢vastog polja divljeg
tipa (Miceli, 2013). Izbacivanje ili inaktivacija gena za SHT1B receptor, u jednostrukim ili
dvostrukim mutantima za 5HT transporter i/ili MAO, dovodi do uobicajenog formiranja
bacvi. Takoder, pokazalo se da visoka razina SHT u sinapti¢koj pukotini, djelujuéi preko
S5HT1B receptora, uzrokuje stvaranje neuobicajenog obrasca bacvastih polja u mutiranim
misevima. Navedeni rezultati impliciraju da aktivacija 5SHT1B receptora ima klju¢nu ulogu u
ometanju formiranja ba¢vi u mutantima (Young-Davies i sur., 2000). Povecanje razine 5SHT
koristenjem inhibitora enzima MAO u knockout Stakorima ili misevima za MAO dovodi do
povecéanja veli¢ine bacvastih polja izmedu postnatalnog dana 0 i postnatalnog dana 4, dok

smanjenje razine 5HT dovodi do smanjenja bac¢vastih polja (Whitaker-Azmitia, 2001).

5.1. UCINAK 5HTP-a

5-hidroksitriptofan (5HTP) je produkt reakcije katalizirane triptofan hidroksilazom
(TPH) te ujedno i neposredni prekursor serotonina. Prilikom dizajna eksperimenta, SHTP je
specificno odabran za indukciju hiperserotoninemije, a ne Trp ili SHT. Jedan od razloga je
prisutnost SHTP isklju¢ivo u serotoninskom biosintetskom putu te njegovo direktno
kvantitativno prevodenje u SHT (Birdsall, 1998; Magnussen i Nielsen-Kudsk, 1980;
Udenfriend 1 sur., 1957). Nadalje, koriStenjem SHTP zaobilazi se ograni¢avaju¢i korak u
biosintezi serotonina kataliziran enzimom TPH te 5HTP prelazi krvno-mozdanu barijeru i
placentarnu barijeru bez specifi¢nog transportera (Birdsall, 1998). Pokazano je da tretman
SHTP-om efikasno podize koncentraciju serotonina na periferiji, no ne i u mozgu. Dugoro¢ni
efekt tretmana SHTP-om je uspostavljena serotoninska homeostaza na periferiji, dok je u
mozgu blago, ali znacajno sniZzena koncentracija serotonina, vjerojatno uzrokovana manjim
brojem okonc¢ina SHT neurona, bez promjena u metabolizmu 5HT (Hranilovi¢ i sur., 2011).
Stakori tretirani SHTP-om imali su dobro definirane bagve, no njihova povrsina je bila manja

Sto fenotipski nalikuje knockout mutantima za SHT transporter (Miceli, 2013).
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Budu¢i da SHT negativno regulira grananje aksona (Whitaker-Azmitia, 2005); moguce
je da je viSak SHT iz krvi uzrokovao manji broj okon¢ina SHT neurona (na $to ukazuje i
podatak o smanjenoj razini 5HT bez utjecaja na metabolizam) i zato je povrSina ba¢vi manja.
TCA ima manje, ali oni oslobadaju normalne koli¢ine SHT, stoga je organizacija neurona

sloja IV kore, koji obrubljuju bacve, zadrzana.

5.2. UCINAK TCP-a

Tranilcipromin (TCP) je ireverzibilni neselektivni inhibitor MAO, glavnog enzima
zaduzenog za razgradnju serotonina i drugih monoamina. MAO postoji u dvije jednako
zastupljene izoforme u mozgu: MAO-A i MAO-B (Lang i sur., 2004). Prilikom dizajna
eksperimenta, TCP je specificno odabran jer efikasno inhibira obje izoforme enzima a ¢ime
dovodi do efikasnog povisenja razine SHT. Inhibicijom obje izoforme izbjegava se
kompenzatorni u¢inak do kojega bi doslo da je jedna izoforma aktivna, a druga inhibirana
(Weinstock i sur., 2003). Tretman TCP-om rezultirao je povisenom koncentracijom 5SHT i na
periferiji i u mozgu (Ferrer i Artigas, 1994; Hranilovi¢ i sur., 2011). Dugoroc¢ni efekt tretmana
TCP-om je hiperserotoninemija na periferiji, dok je u mozgu kompenzatorno pojacana
razgradnja 5HT koja, nakon prestanka tretmana, rezultira snizenim koncentracijama SHT u
mozdanom deblu i kori (Hranilovi¢ i sur., 2011). Tretman TCP-om nije utjecao na veli¢inu
bacvi nego na njihovu definiranost. 1zmjereno blago povecanje povrSine i opsega moze biti
rezultat tezeg definiranja polja pri mjerenju. Moguce je da je uslijed endogenog povecanja
koncentracije SHT (ukljucuju¢i i TCA neurone) doslo do narusavanja pravilnog razvoja kore,

a posljedic¢no 1 strukture bacvastih polja.

25



6. ZAKLJUCCI



1) IzloZenost mozga poviSenim koncentracijama serotonina tijekom razvoja narusila je
obrazac formiranja i citoarhitekturu bacvastih polja u somatosenzorickom korteksu

Stakora.

2) Posljedice primjene prekursora serotonina, 5SHTP-a, koji narusava homeostazu SHT
samo u perifernom odjeljku, bile su znatno manje od posljedica primjene inhibitora
razgradnje serotonina, TCP-a, koji naruSava homeostazu SHT i u perifernom i u

srediSnjem odjeljku.

3) Pretpostavljamo da je povecéanje periferne koncentracije SHT, izazvano SHTP-om,
negativno utjecalo na grananje aksona serotonergi¢kih neurona, $to se odrazilo na

veli¢inu bacvi u bacvastom polju.
4) Pretpostavljamo da je porast koncentracije SHT u serotonergickim neuronima,

izazvan primjenom TCP-ga, narus$io organizaciju kortikalnih neurona, a time i strukturu

bacvastih polja.
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