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1. UvOD

1.1. SEROTONIN

Serotonin  (5-hidroksitriptamin, 5SHT) je bioloski aktivan indolamin (3-(2-aminoetil)-5-
hidroksiindol) prisutan u mozgu i perifernim tkivima (slike 1 i 2). Pripada skupini monoaminskih
neurotransmitera i neuromodulatora zajedno sa dopaminom, adrenalinom i noradrenalinom.
Nastaje iz esencijalne aminokiseline L-triptofana metaboli¢ckim putem koji koristi dva enzima:
triptofan hidroksilazu (TPH) i dekarboksilazu aromati¢nih aminokiselina (Mohammad-Zadeh et
al., 2007). Maurice Rapport i sur. su 1948. godine prvi puta izolirali serotonin iz krvnog seruma i
uocili da ovaj spoj povecava tonus krvnih zila. Zbog ovih vazokonstrikcijskih svojstava

serotonin je dobio ime (Sirek A. i Sirek O.V., 1970).

HO

HN NH;

Slika 1. Strukturna formula serotonina Slika 2. Trodimenzionalni prikaz serotonina
(http://en.wikipedia.org/wiki/Serotonin_syndrome) (http://en.wikipedia.org/wiki/Serotonin)

1.1.1. Rasprostranjenost i funkcije serotonina

Serotonin je $iroko rasprostranjen u namirnicama kao $to su mlijeko, sir, voce, vino ili cokolada
(Sirek A. i Sirek O.V., 1970). Neke psihoaktivne supstance povecavaju koli¢inu serotonina u
organizmu §to izaziva osjecaj euforije i ovisnost (npr. meskalin, MDMA, LSD) (slika 3).
Takoder, odredeni lijekovi mijenjaju razine serotonina u organizmu, te se iz tog razloga koriste u

lije¢enju depresije, anksioznog poremecaja i socijalne fobije. Te lijekove s obzirom na njihov put


http://en.wikipedia.org/wiki/Serotonin_syndrome

djelovanja mozemo podijeliti na neselektivne inhibitore monoaminooksidaze (MAOI),
neselektivne inhibitore ponovne pohrane serotonina (triciklicke antidepresive) i selektivne
inhibitore ponovne pohrane serotonina (engl. Selective Serotonin Reuptake Inhibitors, SSRI).
Inhibitori monoaminooksidaze (MAOI) blokiraju enzim monoaminooksidazu ¢ime sprjecavaju
razgradnju svih monoaminskih neurotransmitera. U skupinu monoaminskih neurotransmitera
pripada i serotonin, te na taj nac¢in MAOI uzrokuju porast koncentracije serotonina u mozgu.
Neselektivni inhibitori ponovne pohrane serotonina (triciklicki antidepresivi) inhibiraju povratni
unos serotonina, dopamina i noradrenalina, zbog ¢ega ovi spojevi ostaju dulje vrijeme u sinapsi.
Najnovija skupina lijekova, SSRI, dizajnirani su kako bi djelovali isklju¢ivo na serotoninski
sustav. Ovi antidepresivi inhibiraju povratni unos serotonina iz sinapse, dok na druge
neurotransmitere imaju minimalni ili nikakav uéinak (slika 4) (National Collaborating Centre for
Mental Health (UK), 2010).
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Slika 4. Mehanizam djelovanja antidepresiva (prema Kolb et al., 2011)
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U tijelu sisavaca serotonin regulira brojne fizioloSke funkcije poput raspoloZenja, apetita,
tjelesne tezine, ciklusa budnosti i spavanja, motorike, termoregulacije i spolne aktivnosti.
Serotonin ima utjecaj i na brojne kognitivne funkcije poput ponasanja, ucenja i paméenja (Sirek
A. i Sirek O.V., 1970). Tijekom embriogeneze serotonin utje¢e na neuralni i kraniofacijalni
razvoj, te regulira brojne razvojne procese poput proliferacije, migracije i diferencijacije stanica,

te programirane stani¢ne smrti (Azmitia, 2001).

1.1.2. Metabolizam serotonina

Sinteza serotonina odvija se u serotonergi¢nim neuronima u jezgrama rafe mozdanog debla i
enterokromafinim stanicama sluznice tankog crijeva. Hidroksilacijom esencijalne aminokiseline
L-triptofana uz pomo¢ enzima triptofan hidroksilaze (TPH) nastaje 5-hidroksitriptofan (5-HTP),

a njegovom dekarboksilacijom serotonin (Racke et al., 1996).

TPH postoji u dvije izoforme, TPH1 koji je rasprostranjen u ne-zivéanom tkivu i TPH2 koji je
ogranien na zivCane stanice. TPH1 se nalazi u placenti, kostanoj srzi, enterokromafinim
stanicama tankog crijeva, gusteraci, kostima i srcu, dok je TPH2 aktivna u embriju, neuronima

sredi$njeg ziv€anog sustava i mijenterickim neuronima tankog crijeva (Amireault et al., 2012).

Razgradnja serotonina odvija se u presinaptickim neuronima te U jetri i plu¢ima. U prvom koraku
metabolizma monoaminooksidaza oksidira serotonin do 5-hidroksiindolacetaldehida. Zatim ga
aldehid dehidrogenaza oksidira pri ¢emu nastaje 5-hidroksiindoloctena kiselina (5-HIAA) koja se

oslobada u cerebrospinalni sustav ili izlu¢uje urinom (Cook i Leventhal, 1996).

1.2. SEROTONINSKI ODJELJCI

1.2.1. Sredi$nji serotoninski sustav

U mozgu serotonin obavlja funkciju neurotransmitera i kontrolira razvoj SHT neurona i ciljnih
regija tijekom neurogeneze. Rana pojava serotonina u prenatalnom razvoju i mnogobrojni u¢inci
na morfogenezu mozga doveli su do zakljucka da serotonin ima klju¢nu ulogu u organizaciji
ziv€anog sustava sisavaca. U ljudskom mozgu razvoj serotoninskog sustava zapocinje ve¢ u 5.

tjednu gestacije. Razine serotonina u mozgu oko druge godine Zivota dosezu svoj maksimum,



nakon ¢ega pocinju opadati, pa je tako koncentracija serotonina U odrasle osobe otprilike 50%
koncentracije u djece. U Stakora razvoj serotoninskog sustava zapo€inje 12. dan gestacije, a

maksimalnu razinu doseze 21. postnatalnog dana (Whitaker-Azmitia et al. 1996).

U mozgu, serotonin proizvode serotonergi¢ni neuroni. Tijela ovih neurona su grupirana u devet
jezgara rafe (B1 — B9) koje se protezu duz sredi$nje dorzalne linije moZzdanog debla. S obzirom
na njihov polozaj, jezgre rafe su podijeljene u dvije skupine: rostralnu skupinu i kaudalnu
skupinu. Serotonergi¢ni neuroni iz jezgara rafe kaudalne skupine projiciraju svoje aksone prema
lednoj mozdini i mozdanom deblu, dok oni iz jezgara rafe rostralne skupine projiciraju aksone
prema dijelovima kore velikog mozga zaduzenih za funkcije poput vida, sluha, njuha i dodira te

vise funkcije kao $to su govor, misljenje i paméenje (slika 5) (Mai et al., 2004).

Zahvaljujuéi toj razgranatoj mrezi, serotonin kontrolira brojne bihevioralne i homeostatske
procese. Serotonin utjece i na razvoj serotonergi¢nih neurona negativnom povratnom spregom
(Whitaker-Azmitia et al., 1996). Razvoj ovih neurona inhibira se direktnim vezanjem serotonina
na neuronski receptor 5-HT1B, dok su za stimulaciju rasta odgovorne stanice astroglija
izlu¢ivanjem faktora rasta S-100p (Whitaker-Azmitia, 2001).

mozdana kora

prema hipokampusu

prema bazalnim
ganglijima
\ prema
talamusu
prema
limbickom
korteksu

temporalni reZanj

rostralna skupina

prema malom mozgu 5
jezgara rafe

kaudalna skupina
jezgararafe

prema lednoj mozdini

Slika 5. Projekcije serotonergi¢nih neurona (prema https://www.cnsforum.com)
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Nakon sinteze u presinaptickim neuronima, serotonin aktivnim transportom ulazi u vezikule na
aksonskim zavrSecima serotonergi¢nih neurona. U vezikulama se veZze za SBP (engl. serotonin
binding protein). Pojavom akcijskog potencijala dolazi do ulaska Ca?" iona u presinapticki
neuron i njihovog vezanja za kalmodulin sto poti¢e egzocitozu vezikula i ispustanje serotonina u
sinapticku pukotinu (slika 6). Serotonin se zatim veze za odgovarajuci receptor $to dovodi do
aktivacije postsinaptickog neurona. OVisno 0 tipu receptora za koji se vezao, serotonin moze
izazvati ekscitacijski ili inhibicijski signal. Postoji 7 tipova serotoninskih receptora (5-HT1 — 5-
HT7). Gotovo svi receptori su metabotropni sa sedam transmembranskih domena te vezani za G
protein (slika 7). Izuzetak su 5-HT3 receptori, koji su ionotropni i tvore kationski kanal (slika 8)
(Lesch et al., 1998).

Oslobadanje serotonina se prekida aktivnim transportom natrag u serotonergicni, tj. presinapticki
neuron preko serotoninskog transportera (5HTt). Broj serotoninskih transportera ovisi o
aktivnosti sinapse i nije stalan. U presinaptickom neuronu serotonin se razgraduje pomocéu

monoaminooksidaze (MAO) ili se reciklira povratkom u vezikule (Melikian, 2004).

triptofan |

sinteza s E
e hidroksilaza

}
|
1 .
’ 7 serotonin

pakiranje
vezikula

povratna
informacija
inapticki
serotoninski
receptori

Slika 6. Prijenos serotonina u sinapsi

(prema http://www.cmaj.ca/content/180/3/305/F1.expansion.html)
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omﬁm:

Slika 7. Metabotropni serotoninski receptori (prema https://www.cnsforum.com)

5-HT3 receptor : e .
v sinapticka pukotina

\4\'|\‘.I. ‘ n

postsinapticka membrana

Slika 8. lonotropni (5-HT3) serotoninski receptor (prema https://www.cnsforum.com)



1.2.2. Periferni serotoninski sustav

Serotonin na periferiji sudjeluje u brojnim fizioloSkim procesima, pa tako regulira proliferaciju
crijevnih epitelnih stanica, poti¢e crijevnu peristaltiku, kontrolira lucenje Zelucane kiseline,
stimulira aktivaciju trombocita tijekom zgrusavanja krvi i dr. Najve¢i dio serotonina u organizmu
(¢ak 95%) sintetizira se na periferiji, tonije u enterokromafinim stanicama sluznice tankog
crijeva. Serotonin se ovdje pohranjuje u sekretorne vezikule iz kojih se otpusta parakrinom

sekrecijom u krvotok kao odgovor na mnoge podrazaje (Berger et al., 2009).

Trombociti ne mogu sintetizirati serotonin zbog nedostatka enzima TPH, ali posjeduju
transporter za njegov aktivni unos. Serotonin poti¢e aktivaciju trombocita, pojacava interakciju
trombocita s tkivnim tromboplastinom (faktorom zgruSavanja krvi) i povecava moguénost
koagulacije. Naime, vezanjem serotonina na serotoninski receptor 5-HT2, koji se nalazi na
membrani trombocita, dolazi do aktivacije i pojaane agregacije trombocita (Lopez-Vilchez et
al., 2009).

Serotonin ima vaznu ulogu i U probavnom sustavu. Kada u organizam unesemo pokvarenu
hranu, zapocinje pojac¢ano luéenje serotonina iz epitelnih stanica koje izaziva dijareju. Medutim,
ukoliko se javi velika koli¢ina serotonina on Stimulira neurone koji Salju signal do centra za
povracanje u mozdanom deblu (McManis et al., 1997). Budu¢i da u tankom crijevu postoje obje
izoforme TPH, pretpostavlja se da serotonin podrijetlom od TPHI1 poti¢e stvaranje medijatora
upale i poti¢e upalni odgovor kod bolesti gastrointestinalnog sustava, dok serotonin podrijetlom

od TPH2 ima ulogu u matilitetu crijeva (Amireault et al., 2012).

1.2.3. Povezanost centralnog i perifernog serotoninskog sustava

Krvno-mozdana barijera je visoko selektivna propusna barijera koja odvaja mozak od
optjecajnog sustava. Zbog specifi¢ne slozene strukture endotelnih stanica kapilara i astrocita u
mozgu, ova barijera sprje¢ava ulazak mnogih neurotransmitera i toksi¢nih tvari iz krvotoka u
mozak. Zahvaljujuéi tome, javlja se stabilna okolina za rad neurona. Endotelne stanice kapilara
spojene su mnogim ¢vrstim spojiStima (engl. tight junctions), $to onemogucuje paracelularni

transport otopljenih tvari iz krvne plazme (slika 9). Buduc¢i da je unos i uklanjanje odredenih



tvari ipak potreban za normalan rast i funkcioniranje mozga, izmjena tvari izmedu krvi i

izvanstani¢ne tekuc¢ine mozga posredovana je specifi¢nim transporterima (Abbott, 2002).
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Slika 9. Cvrsta spojista (prema http://www.nature.com/nri/index.html)

Krvno-mozdana barijera propusta prekursore serotonina (triptofan i 5-hidroksitriptofan) i
metabolite (5-HIAA), ali ne i sam serotonin. Tijekom fetalnog i ranog postnatalnog razvoja,
krvno-mozdana barijera nije do kraja razvijena pa centralni i periferni serotoninski odjeljak
mogu komunicirati. Ovo razdoblje traje do druge godine zivota u ljudi i do 20. postnatalnog dana
u stakora (Whitaker-Azmitia, 2001). Promjene u metabolizmu serotonina u svakom od odjeljaka
mogle bi stoga dovesti do promjena u koncentraciji 5SHT i tako narusiti pravilan rast i razvoj

serotonergi¢nih neurona te dovesti do anatomskih i funkcionalnih promjena u mozgu.



1.3. SEROTONIN | PONASANJE

1.3.1. Fiziolo$ka uloga serotonina

Jedna od glavnih teorija fizioloske uloge serotonina u ponasanju predlaze da povecana razina
serotonina ogranicava aktivaciju ponasanja, dok njegova smanjena razina olakSava aktivaciju
odgovora na podraZaje iz okoline. Smanjenje razine serotonina dovodi do povecane osjetljivosti
na bol, povecanog eksploratornog ponasanja i lokomotorne aktivnosti te pove¢anog agresivnog i
seksualnog ponasanja (Lucki, 1998). S druge strane, stimulacija serotonergi¢ne aktivnosti u
prednjem mozgu povecava razinu anksioznosti, dok tvari koje smanjuju aktivnost SHT-neurona

djeluju anksioliticki (Kshama et al., 1990; Graeft, 2002).

1.3.1.1. Ultrazvuc¢no dozivanje

Miladunci svih vrsta sisavaca glasaju se prilikom odvajanja od gnijezda, pripadnika iste vrste ili
majke. Ovo ponasanje kod mladunaca Stakora javlja se zbog gubitka zaStite od predatora i
roditeljske brige poput hranjenja i odrzavanja tjelesne temperature. Visoko frekventno
ultrazvuc¢no (UZV) glasanje (40-50 kHz) signalizira majci da je zivot mladunca ugrozen, $to
aktivira njeno intenzivno traZenje i vracanje mladunaca natrag u gnijezdo (Brudzynski, 2010).
Ultrazvuéno glasanje u odraslih i u mladunaca Stakora kontrolira periakveduktalna siva tvar
(slika 10) (Brunelli, 2005). Stakori proizvode ultrazvuk tijekom izdaha, na nadin sli¢an
zvizdanju. Ultrazvuk Cuju zahvaljujuéi tonotopskim mjestima za ultrazvucne frekvencije u

slusnom sustavu (Schwarting et al., 2012).
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Slika 10. Polozaj periakveduktalne sive tvari u mozgu (prema Berlant, 2003)

Ultrazvuk karakterizira znacajno slabljenje s obzirom na udaljenost i lako se odbija od malih
objekata poput grancica i travki. Takoder, ultrazvuk slabi s povecanjem vlage i koncentracije
Cestica prasine u zraku. Zbog navedenih razloga ultrazvuk se ne prenosi dobro na velike
udaljenosti, medutim vjerojatnost da mladunac Stakora odluta daleko od svog gnijezda je mala.
Uzroci iz okoline mogu djelovati na razinu dozivanja, pa tako smanjenje temperature moze
povecati UZV dozivanje, dok miris stelje maj¢inog kaveza smanjuje dozivanje (Branchi et al.,
2001). Takoder, lijekovi koji imaju anksioliti¢no djelovanje na GABA, opioidne i serotoninske
receptore, poput SSRI, mogu uzrokovati smanjenje ultrazvu¢nog dozivanja Stakora, dok
anksiogenici mogu povecati razinu ultrazvuénog dozivanja. Mladuncima Stakora odvajanje od
gnijezda i majke je jako stresno, na sto ukazuju promjene u Kardiovaskularnom sustavu, osi

hipotalamus-hipofiza-nadbubrezna Zlijezda i razini noradrenalina (Brunelli, 2005).

Test UZV dozivanja se sve viSe koristi prilikom istraZzivanja razvoja ponasanja, zbog nekoliko
prednosti nad prijaSnjim testovima: (i) ultrazvukovi su jedan od rijetkih odgovora mladunaca
Stakora na podrazaje koji se mogu kvantitativno analizirati i izazvati mjerljivim podrazajima, (ii)
ultrazvuc¢no dozivanje omogucuje analizu ponasanja tijekom rane postnatalne ontogenije; (iii)

prilikom ovog testa rukovanje zivotinjama je minimalno (Branchi et al., 2001).
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Ultrazvucno dozivanje Stakora obuhvaca spektar od 20 do 100 kHz. U ovom rasponu s obzirom
na svrhu postoje tri vrste UZV dozivanja: 22, 40 i 50 kHz. Dozivanje na 50 kHz karakteristi¢no
je za juvenilne i odrasle Stakore. Ovi dozivi su kratkog trajanja (20-100ms), kreé¢u se izmedu
frekvencija od 30-70 kHz i tipi¢ni su za socijalne interakcije, parenje i hranjenje. Dozivanje na
40 kHz karakteristi¢no je za mladunce $takora. Ovi dozivi su kratkog trajanja (80-150 ms), a
kre¢u se izmedu frekvencija od 30-65 kHz. U brojnoj literaturi ovi su dozivi mjerilo osjecaja
opasnosti i anksioznosti Stakora, pogotovo zbog moguénosti njihovog smanjenja ili ¢ak potpunog
izostanka nakon primjene lijekova. Dozivanje na 22 kHz karakteristicno je za odrasle Stakore.
Ovi dozivi su dugog trajanja (300-3000 ms), a krecu se izmedu frekvencija od 18-32 kHz.
Tijekom ovog dozivanja Stakori su u nepokretnom napetom stanju, a emitiraju zvuk za vrijeme
jako dugog izdaha. Ova vrsta doziva izrazava anksioznost i sluzi kao prijete¢i signal drugim
zivotinjama, $to smanjuje vjerojatnost njihovog napada. Takoder, ovaj doziv sluzi kao

upozorenje pripadnicima iste vrste 0 mogucoj opasnosti (Schwarting et al., 2012).

1.3.2. Povezanost serotonina sa poremecajima ponasanja

Uloga serotonina kao supresora ponasanja vazna je radi razumijevanja poremecaja poput agresije
i anksioznosti, a serotoninska uloga u regulaciji neuroendokrinog sustava daje osnovu za

razumijevanje poremecaja njegove ravnoteze u depresiji (Lucki, 1998).

Serotonergicki neuroni imaju vaznu ulogu u brojnim psihi¢kim poremecajima poput anksioznog
poremecaja, depresije i shizofrenije te poremecajima ponasanja poput agresije, poremecaja
hiperaktivnosti i deficita paznje, raznih ovisnosti, opsesivno kompulzivnog poremecaja i

poremecaja hranjenja (Strobel et al., 2003).

Anksiozni poremecaj karakteriziraju strah i fizicka napetost, kao i tjelesni simptomi poput
znojenja dlanova, tahikardije i podrhtavanja. U anksiozne poremecaje ubrajamo panic¢ni
poremecaj, socijalnu fobiju, posttraumatski stresni poremecaj, opsesivno kompulzivni poremecaj
te op¢i anksiozni poremecaj. U istrazivanjima je primijeceno da polimorfizam gena za
serotoninski receptor 5-HT1A dovodi do pojave anksioznosti te se upotreba SSRI antidepresiva u

terapiji pokazala uc¢inkovitom (Olivier et al., 1998).

Depresija je jedan od najéeS¢ih psihickih poremecaja u svijetu. Po ucestalosti u ukupnoj

populaciji na visokom je ¢etvrtom mjestu, dok u Hrvatskoj od ove bolesti boluje oko 300.000
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ljudi. Karakteristicni simptomi depresije su, uz snizeno raspolozenje, ravnodusnost, anhedonija,
apatija, razdrazljivost, nemir i pojacana napetost. Ljudi koji boluju od depresije Cesto imaju
ukoceno drzanje, a usporeno misSljenje i govor Cesto su rezultat psihomotorne usporenosti
(Filip¢i¢, 2008). Postoji nekoliko oblika depresije kao §to su veliki depresivni poremecaj,
ponavljani depresivni poremecaj, bipolarni poremecaj (mani¢na depresija) i distimija. Brojne su
teorije nastanka depresije, medutim jedna od njih, monoaminska teorija, predlaze da je uzrok
pojave depresije poremecena ravnoteza serotonina i noradrenalina u mozgu. Naime, u depresiji
dolazi do promjena u sintezi, unosu i razgradnji serotonina §to dovodi do pojave smanjene

koncentracije serotonina u sinapsi, te promjene broja i osjetljivosti serotonergicnih receptora

(Elhwuegi, 2004).

Shizofrenija je ozbiljan kroni¢ni psihicki poremecaj, ¢ija je ucestalost 1 oboljela osoba na 10.000
ljudi. Prvi simptomi se obi¢no javljaju u dobi izmedu 22 i 33 godine Zivota (H&fner et al., 1997).
Ova bolest pogada sposobnost razmis$ljanja, otezana je percepcija stvarnosti, javlja se promjena
ponaSanja 1 poremeceno logicko razmisljanje te nemogucénost razlikovanja stvarnosti od
nestvarnih dozivljaja. Postoji nekoliko teorija nastanka shizofrenije, od kojih serotoninsko-
dopaminska predlaze da do razvoja shizofrenije moze dovesti povecana aktivnost serotoninskog
sustava u supkortikalnim regijama, a smanjena u korteksu, smanjen broj serotoninskih 5-HT2

receptora te poremecaji u signalnom putu serotonina (Picchioni et al., 2007).

Niske razine serotonina povezuju se i s agresivnim ponasanjem. Dokazano je da unos hrane sa
smanjenom koli¢inom triptofana, prekursorom serotonina, povecava agresivho ponasanje.
Mutacija gena za serotoninske 5-HT7 receptore takoder je povezana sa povecanim agresivnim
ponasanjem. Smanjenje razine serotonina uzrokovano povecanom aktivnos$éu enzima MAOA

povezano je sa pove¢anom agresijom i pojavom antisocijalnog poremecaja licnosti (Seo et al.,
2008).
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2. CILJISTRAZIVANJA

Cilj ovog diplomskog rada je ispitati utjecaj povisene koncentracije serotonina u doba
perinatalnog razvoja Stakora na njihov razvoj i ponasanje. U tu svrhu smo tretirali jednu grupu
zivotinja prekursorom sinteze serotonina, a drugu grupu inhibitorom razgradnje serotonina.
Tre¢a grupa Zzivotinja, tretirana fizioloSkom otopinom, predstavljala je kontrolnu skupinu.
Tretman se odvijao od 13. gestacijskog dana do okota indirektno, putem injiciranja majki, a od 1.
do 21. postnalalnog dana direktno, injiciranjem mladunaca. Oko¢enim mladuncima pratili smo
stopu prezivljenja i prirast tjelesne mase. Anksiozno ponaSanje pratili smo testom ultrazvu¢nog
dozivanja nakon izdvajanja iz legla, 13., 16., i 18. postnatalnog dana. Analizirali smo latenciju
do prvog doziva, broj doziva, broj sljedova, duljinu dozivanja i frekvenciju s maksimalnom

energijom dozivanja.

3. MATERIJALI | METODE

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Zivotinje

U istraZivanju su koristeni mladunci dobiveni parenjem 12 Zenki 1 4 muzjaka Stakora soja Wistar,
iz uzgoja Hrvatskog instituta za istrazivanje mozga. Nakon dolaska u nastambu Zavoda za
animalnu fiziologiju, $takori su se tjedan dana adaptirali na novu okolinu. Zivotinje su drzane po
4 u kavezu, uz slobodan pristup hrani i vodi. Osvjetljenje je bilo namjesteno na 12 sati svjetla i
12 sati mraka, a temperatura se odrzavala na 20°C + 2°C. Zatim je na tjedan dana u kavez s 3
zenke stavljen po jedan muzjak radi parenja. Nakon utvrdivanja trudnoce, muZzjaci su uklonjeni
iz kaveza, a Zenke su nasumicno rasporedene u skupine za farmakoloski tretman. Dva dana prije
okota zenke su razdvojene te su ostale pojedinacno smjeStene s leglom sve do odvajanja

mladunaca.
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3.1.2. Kemikalije

1M NaOH

0.1M NaOH

0.1M HCI

0.01M HCI

5-hydroxy-L-tryptophan (SIGMA-ALDRICH™, Njemacka)
trans-2-Phenylcyclopropylamine hydrochloride (SIGMA-ALDRICH™, Njemacka)
Fizioloska otopina (Pliva, Hrvatska)

Metilensko modrilo (Kemika, Hrvatska)

Deionizirana H20
3.1.3. Pribor

Strcaljke (BD Plastipak™, Irska)

Higijenski vateni Stapici

Mikroskopska predmetna stakla

Igle (BD Microlance™, Irska)

Staklene $price (Hamilton Company™, Svicarska)

pH metar (SCHOTT, Njemacka)

Analiticka vaga (KERN ABS, Njemacka)

Elektronska vaga (AND Electronic balance, Kina)
Magnetska mjesalica (Elektrosanitarij H.Dendo, Hrvatska)
Vorteks mjesalica (IKA® VORTEX GENIUS 3, Njemacka)
Vodena kupelj (Memmert GmbH Co. KG, Njemacka)
Mikroskop (Olympus CX21, Japan)

Hladnjak (+4°C)

Racunalo

USB mikrofon (Dodotronic ultramic 200k)

Neprozirna kutija sa poklopcem
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3.2. METODE

3.2.1. Provjera kopulacije

U periodu od tjedan dana boravka muzjaka sa zenkama svakodnevno je vrSena provjera
kopulacije uzimanjem brisa rodnice zenki. Prvo smo uzimali bris rodnice tako §to bi higijenski
vateni Stapi¢ prethodno umocen u fiziolosku otopinu njezno ugurali u otvor rodnice i okrenuli ga
par puta u smjeru kazaljke na satu i obrnuto od smjera kazaljke na satu. Zatim smo na
predmetnom stakalcu napravili razmaz i fiksirali ga provlacenjem kroz plamen te ga obojili
metilenskim modrilom. Nakon 15 minuta isprali smo stakalca deioniziranom vodom i zatim ih
osusili upijajuéim papirom. Razmaze smo pregledali uz pomo¢ mikroskopa na uvecanju 40x. Do
kopulacije je doslo ukoliko su na razmazu bili vidljivi spermiji. Zenke kod kojih je kopulacija
potvrdena smatrali smo gravidnima, §to smo dodatno potvrdili praenjem porasta njihove

tjelesne mase.

3.2.2. Injiciranje

Stakori su s obzirom na tretman podijeljeni u tri skupine: 3 gravidne Zenke su tretirane otopinom
5-hidroksitriptofana (SHTP, prekursorom serotonina, koncentracije 25 mg/kg), 6 ih je tretirano
otopinom tranilcipromina (TCP, inhibitorom monoaminooksidaze, koncentracije 2 mg/kg) i
preostale 3 Zenke fizioloSkom otopinom. Gravidne Zenke injicirali smo subkutano na zatiljku od
13. dana trudnoée do dana okota, a zatim smo na isti na¢in injicirali mladunce od 1. do 21.
postnatalnog dana. Svakodnevno smo mjerili mase Zivotinja, kako bismo im prilagodili volumen
otopine. Prilikom injiciranja mladunaca pazili smo da ne bi doslo do mijeSanja mirisa iz razlicitih
legla, $to bi potencijalno dovelo do njihovog odbacivanja od strane majke. 1z tog razloga smo za
svako leglo mijenjali rukavice i filter papire koriStene kao podloga na vagi, te smo mladunce
prije povratka majci lagano utrljali u stelju iz majcinog kaveza kako bi poprimili njezin miris. Uz
to, mladunce smo za vrijeme injiciranja drzali pod upaljenom stolnom lampom, kako bismo

sprijecili njihovo pothladivanje.

3.2.3. Prezivljenje i prirast tjelesne mase mladunaca

Kako bismo utvrdili to¢an broj prezivjelih i uginulih mladunaca pratili smo okot svake zenke.

Prezivjelim mladuncima smo svakodnevno mjerili tjelesnu masu od 1. do 21. postnatalnog dana.
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3.2.4. Ultrazvuéno dozivanje

Ultrazvu¢no dozivanje mladunaca snimali smo 13., 16. i 18. postnatalnog dana. Za snimanje smo
koristili Dodotronic ultramic 200k i program Batsound Pro. Mladunce smo pojedina¢no stavili u
kutiju od stiropora dimenzija 27,4 x 26,7 x 18,6 cm s otvorom za mikrofon na vrhu desne
stijenke i zatvorili kutiju. Snimali smo njihovo dozivanje 75 sekundi, nakon ¢ega smo ih vratili
leglu. Razinu anksioznosti zbog odvajanja od legla i majke procijenili smo analizom latencije do
prvog doziva, brojem doziva, brojem sljedova i duljinom dozivanja. Zrelost dozivanja procijenili

smo mjerenjem frekvencije doziva s maksimalnom energijom.

3.2.5. Statisti¢ka analiza

Pri statistickoj obradi podataka koristili smo program GraphPadPrism 5. Za odredivanje
pravilnosti distribucije koristili smo Kolmogorov-Smirnov test. Pravilno distribuirane parametre
usporedili smo jednosmjernom analizom varijance (ANOVA) s naknadnim Dunnetovim testom.
Parametre koji nisu imali pravilnu distribuciju analizirali smo neparametrijskom Kruskal-Wallis
(KW) analizom s naknadnim Dunnovim testom. U tekstu smo koristili srednju vrijednost (M,
engl. mean) + standardnu devijaciju (SD, engl. standard deviation), a u grafickom prikazu
srednju vrijednost (M) * standardnu pogresku (SEM, engl. standard error mean). Znacajnost
rezultata je prihvacena kod p < 0,05. Tijekom statisticke obrade rezultata iskljucili smo uzorke

¢ije su vrijednosti odstupale od prosjecne vrijednosti viSe od dvije standardne devijacije.
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4. REZULTATI
4.1. PREZIVLJENJE MLADUNACA

U skupini tretiranoj 5-HTP-om 3 Zenke su okotile 21 mladunca od kojih je 16 prezivjelo, a 5
ih je uginulo do 2. postnatalnog dana. Od ukupno 6 Zenki tretiranih TCP-om jedna je okotila
samo jednog mrtvorodenog mladunca, dok je preostalih 5 Zenki okotilo ukupno 24 mladih.
Od tih 24, 19 mladunaca je preZivjelo, a 5 ih je uginulo do 3. postnatalnog dana. Sve tri
zenke iz kontrolne skupine Stakora su okotile zive mladunce, njih ukupno 14, od kojih su svi
prezivjeli (Slika 11).

m NepreZivjeli

25 - m PreZivjeli

15 -

10 A

Broj mladunaca

F.O. SHTP TCP

Tretman

Slika 11. Prezivljenje mladunaca u skupinama tretiranim fizioloskom otopinom (F.O., N=14), 5-
hidroksitriptaminom (5SHTP, N=21) i tranilciprominom (TCP, N=25).
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4.2. PRIRAST TJELESNE MASE

Utjecaj tretmana na tjelesnu masu bio je znacajan u cijelom postnatalnom periodu (p<0.001). Pri
tome su mladunci iz obje eksperimentalne skupine imali znacajno nizu tjelesnu masu u usporedbi
s kontrolnom skupinom 1. dana (6,8+ 0,28 g F.O., 5,11 + 0,9 g 5SHTP i 5,17 + 0,7 g TCP), 7.
dana (17,6 + 0,939 F.0.,11,9+£29g5HTP i 12,86 + 2,5 g TCP), 14. dana (31,3+ 1,38 g F.O.,
23,6 £519g5HTPi124,3+259gTCP), te 21. dana (44,6 £ 2,23 g F.O.,36,4+ 7,1 g5HTP i 36,4
+ 3,63 g TCP) (slika 12.).

50
w i
35 / J‘
i / 7 kkk

25 = ——FO0.
7 kkk

20 / / ~@—5HTP

15 -r/ —de—TCP

* %k

Masa (g)

PND 1 PND 7 PND 14 PND 21

Vrijeme (dani)

Slika 12. Tjelesna masa mladunaca tretiranih fizioloskom otopinom (F.O., N=14), 5-
hidroksitriptaminom (SHTP, N=16) i tranilciprominom (TCP, N=19) tijekom postnatalnog
tretmana. PND — postnatalni dan. Rezultati su prikazani kao M+SD; ***p<0.001, Dunnettov

post-hoc test nakon analize varijanci.

Ukupni prirast tjelesne mase mladunaca, od 1. do 21. dana takoder je bio znacajno veci u
kontrolnoj skupini (37,8 £ 2,2 g) nego u skupinama tretiranim 5HTP-om (31,2 + 6,4 g) ili TCP-
om (31,2 £ 3,6 g) (Slika 13).

18



45

40 * k

* %k %k

35

30 -

25—

20 -

15 A

10

Prirast tjelesne mase (PND21 - PND1)/g

F.O. SHTP TCP

Slika 13. Prirast tjelesne mase mladunaca (PND21 - PND1) u skupinama tretiranim fizioloskom
otopinom (F.O., N=14), 5-hidroksitriptaminom (5HTP, N=16) i tranilciprominom (TCP, N=19).
PND - postnatalni dan. Rezultati su prikazani kao M+SD; **p<0.01,*** p<0.001, Dunnettov

post-hoc test nakon analize varijanci.

4.3. ULTRAZVUCNO DOZIVANIJE

Razinu anksioznosti ispitali smo testom ultrazvu¢nog dozivanja. Slike 14., 15. i 16. prikazuju
tipiéni prikaz glasanja mladunca iz pojedine skupine. Na slici mozemo razlikovati dozive
(oznacene strelicom) i sljedove (oznaCene uglatom zagradom). Trajanje jednog doziva mjereno
je u spektrogramu pozicioniranjem pokazivac¢a na pocetku i na kraju odredenog doziva. Slijed

¢ini grupa doziva ¢ija je medusobna udaljenost manja od 1 sekunde.
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Slika 14. Spektrogram ultrazvuénog glasanja mladunca tretiranog TCP-om. Na slici mozemo
razlikovati doziv (oznacen strelicom) i slijed (oznacen uglatom zagradom). Na vertikalnoj osi

prikazana je frekvencija (kHz), a na horizontalnoj osi vrijeme (5).
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Slika 15. Spektrogram ultrazvuc¢nog glasanja mladunca tretiranog SHTP-om. Na slici mozemo

razlikovati doziv (oznacen strelicom) i slijed (oznacen uglatom zagradom). Na vertikalnoj osi

prikazana je frekvencija (kHz), a na horizontalnoj osi vrijeme (s).
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Slika 16. Spektrogram ultrazvu¢nog glasanja mladunca tretiranog sa fizioloskom otopinom. Na
slici mozemo razlikovati doziv (oznacen strelicom) i slijed (oznac¢en uglatom zagradom). Na

vertikalnoj osi prikazana je frekvencija (kHz), a na horizontalnoj osi vrijeme (s).

4.3.1. Vrijeme latencije

Utjecaj tretmana na vrijeme latencije do prvog doziva bio je znac¢ajan 13. (KW=11.37, p=0.0034)
i 16. (KW=9.54, p=0.0085) dana, dok je 18. dana bio indikativan (KW=5.51, p=0.0637).
Mladunci u skupini tretiranoj tranilciprominom imali su vrlo kratko vrijeme latencije do prvog
doziva u sva tri dana (13. dana 0.92 + 1.11 s; 16. dana 1.62 + 2.22 s i 18. dana 1.85 + 2.68 s) u
usporedbi s kontrolnom skupinom (13. dana 13.82 + 7.42 s, 16. dana 57.47 + 24.49 s i 18. dana
29.78 £ 34.06 s). Razlika je 13. i 16. dana bila znacajna, no ta se znacajnost 18. dana izgubila
zbog velikih standardnih devijacija u obje skupine. Vremena latencije do prvog doziva skupine
tretirane 5-hidroksitriptofanom nisu se znacajno razlikovale od vrijednosti kontrolne skupine

(13. dana 22.67 + 26.18 s, 16. dana 46.51 + 34.46 s i 18. dana 24.74 + 31.62 s).
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Slika 17. Usporedba latencije do prvog doziva u skupinama tretiranim fizioloskom otopinom
(F.O.), 5-hidroksitriptaminom (5HTP) i tranilciprominom (TCP) 13. (Nr.0.=4; Nsntp=9; Ntcp=7),
16. (Nr.0.=4; Nsu1p=9; N1cp=7) i 18. (Nr.0.=10; Nsn7p=12; NTcp=16) postnatalnog dana (PND).
Rezultati su prikazani kao M+SEM; *p< 0.05, Dunnova post-hoc analiza nakon Kruskal-Waalis

testa.

4.3.2. Broj doziva

Utjecaj tretmana na broj doziva bio je znacajan 13. (KW=10.14, p=0.0063), 16. (KW=13.59,
p=0.001) i 18. dana (KW=13.76, p=0.001). Mladunci u skupini tretiranoj tranilciprominom imali
su znacajno veci broj doziva u usporedbi s kontrolnom skupinom 13. dana (125 + 50.74 naspram
20% 24.22), 16. dana (67.57+42.08 naspram 3 £ 3.46), te 18. dana (119.6 £ 88.27 naspram 25.3+
28.97). Broj doziva skupine tretirane 5-hidroksitriptofanom nije se znacajno razlikovao od onog
u kontrolnoj skupini (13. dana 27.38 + 39.03, 16. dana 1 + 1.60 i 18. dana 35.5 + 59.59).
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Slika 18. Broj doziva u skupinama tretiranim fizioloSkom otopinom (F.O.), 5-
hidroksitriptaminom (5HTP) i tranilciprominom (TCP) 13. (Nr.o.=4; Nsn7p=8; Ntcp=6), 16.
(Nr.0.=4; Nsu1pr=8; NTcp=7) i 18. (NF.0.=10; Nsntp=12; NTcp=15) postnatalnog dana (PND).
Rezultati su prikazani kao M+SEM; *p< 0.05, **p<0.01, Dunnova post-hoc analiza nakon

Kruskal-Waalis testa.

4.3.3. Broj sljedova

Utjecaj tretmana na broj sljedova bio je na granici statisticke znacajnosti 13. dana (KW=5.89,
p=0.0526), ali postaje vrlo znacajan 16. (KW=13.10, p=0.0014) i 18. dana (KW=15.00,
p=0.0006). Mladunci u skupini tretiranoj tranilciprominom imali su puno ve¢i broj sljedova u
odnosu na kontrolnu skupinu 13. (20.33 = 3.20 naspram 2.75 + 2.22), 16. (24.29 + 10.70
naspram 0.5 + 0.58) i1 18. dana (18 £ 6.96 naspram 6.6 = 6.79), no razlika je bila statisti¢ki
znaCajna samo 16. i 18. dana. Broj sljedova skupine tretirane 5-hidroksitriptofanom nije se
znacajno razlikovao od kontrolne skupine (9.89 + 10.55 13. dana, 2.22 +4.87 16. dana i 7 + 7.69
18. dana).
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Slika 19. Usporedba broja sljedova u skupinama tretiranim fizioloSkom otopinom (F.O.), 5-

hidroksitriptaminom (5HTP) i tranilciprominom (TCP) 13. (Nr.0.=4; Nsutp=9; Ntcp=6), 16.

(NF.0.=4; Nsutr=9; Ntcp=7) 1 18. (NF.0.=10; NsnTp=12; NT1cp=16) postnatalnog dana (PND).
Rezultati su prikazani kao M+SEM; **p<0.01, Dunnova post-hoc analiza nakon Kruskal-Waalis

testa.

4.3.4. Trajanje doziva

Utjecaj tretmana na trajanje doziva bio je znacajan 13. (KW=9.09, p=0.0106), 16. (KW=13.84,
p=0.001) i 18. dana (KW=20.33, p<0.0001). Dozivi mladunca u skupini tretiranoj
tranilciprominom trajali su znatno dulje od doziva mladunaca tretiranih fizioloSkom otopinom
13. (12.22 £ 4.12 s naspram 1.16 + 0.75 s), 16. (7.93 *+ 3.41 s naspram 0.54 + 0.63 s) i 18. dana
(7.26 = 4.82 s naspram 0.80 = 0.94 s), Sto je 16. 1 18. dana bilo statisticki znacajno. Trajanje
doziva u skupini tretiranoj 5-hidroksitriptofanom bilo je vrlo slicno onome u kontrolnoj skupini
(13.dana 2.03 £4.53 s, 16. dana 0.26 £ 0.41 s i 18. dana 1.30 + 1.94 s).
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Slika 20. Usporedba trajanja doziva u skupinama tretiranim fizioloSkom otopinom (F.O.),
5-hidroksitriptaminom (5HTP) i tranilciprominom (TCP) 13. (Nr.o.=4; Nsutp=7; Ntcp=5), 16.
(Nr.0.=4; Nsutp=9; NTcp=7) i 18. (NF.0.=10; NsHtp=12; NTcp=16) postnatalnog dana (PND).
Rezultati su prikazani kao M+SEM; *p< 0.05, ***p<0.001, Dunnova post-hoc analiza nakon

Kruskal-Waalis testa.

4.3.5. Frekvencija maksimalne energije dozivanja

U spektru snage mijeri se frekvencija maksimalne energije, koju predstavlja najvisa tocka u

grafickom prikazu (slike 21. i 22.).
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Slika 21. Spektar snage ultrazvuc¢nog glasanja mladunca iz kontrolne skupine 13. dana. Znakom

+ oznacena je frekvencija (40 kHz) pri kojoj je postignuta maksimalna energije dozivanja.
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Slika 22. Spektar snage ultrazvuc¢nog glasanja mladunca iz kontrolne skupine 16. dana. Znakom

+ oznacena je frekvencija (50 kHz) pri kojoj je postignuta maksimalna energije dozivanja.
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Razlike u frekvenciji maksimalne energije dozivanja izmedu skupina prikazane su u tablici 1, iz
koje je vidljivo da je 13. dana u svim skupinama maksimalna energija dozivanja na frekvenciji
od oko 40kHz, 16. dana u eksperimentalnim skupinama frekvencija je i dalje 40 kHz, dok je u
kontrolnoj skupini 50 kHz, a 18. dana u skupini tretiranoj tranilciprominom maksimalna energija
je i dalje na frekvenciji od oko 40 kHz, dok je u ostale dvije skupine na frekvenciji od oko 50
kHz.

Tablica 1. Razlike u frekvenciji maksimalne energije dozivanja (kHz) izmedu skupina po

danima.
PND 13 | PND 16 | PND 18
TCP 40 40 40
5HTP 40 40 50
FizioloSka otopina 40 50 50
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5. RASPRAVA
5.1. TRETMAN 5HTP-om i TCP-om

5-HTP je neposredni prekursor serotonina pa njegovim dodavanjem u organizmu raste i
koncentracija serotonina. lako se i triptofan moze koristiti za perinatalno povecanje razine
serotonina, pokazalo se da 5-HTP ima odredene prednosti. Triptofan, kao esencijalna
aminokiselina, ima brojne druge uloge u organizmu i samo se 1-2% ukupnog triptofana koristi za
sintezu serotonina. 5-hidroksitriptofan je pronaden samo u putu sinteze serotonina i kvantitativno
se pretvara u serotonin. Primjena 5-HTP je bolja i od samog serotonina jer 5-HTP moze prijeci

placentarnu barijeru, $to je izuzetno vazno u prenatalnom dijelu tretmana (Blazevi¢ et al., 2011).

Izoenzimi MAOA i MAOB Kkataliziraju oksidativhu deaminaciju neurotransmitora i biogenih
amina. U normalnim fizioloskim uvjetima MAOA oksidira serotonin i noradrenalin, dok MAOB
oksidira feniletilamin. Medutim, oba mogu oksidirati iste tvari i ukoliko dode do inhibicije
jednog od izoenzima, drugi izoenzim moze preuzeti njegovu funkciju. Tranilcipromin je
inhibitor monoaminooksidaze A i B, ¢ime sprjeava razgradnju serotonina, noradrenalina i
dopamina. Primije¢en je veci ucinak na metabolizam serotonina Stakora ukoliko su inhibirane

obje izoforme, nego kada je inhibirana samo monoaminookidaza A (BlaZevi¢ et al., 2010).

U prijaSnjem istrazivanju pokazano je da primjena 5-HTP-a izaziva znacajan porast
koncentracije serotonina samo u perifernom odjeljku (u vidu hiperserotoninemije), dok primjena
TCP-a izaziva znacajan porast koncentracije serotonina i na periferiji i u srediSnjem odjeljku
(Hranilovi¢ et al., 2011). U tom smislu, posljedice tretmana koje su zajednicke Zivotinjama iz
obje eksperimentalne skupine moZemo prvenstveno smatrati rezultatom naruSavanja periferne
homeostaze serotonina, dok posljedice svojstvene samo skupini Stakora tretiranih TCP-om
mozemo prvenstveno smatrati rezultatom naruSavanja homeostaze serotonina u srediSnjem

odjeljku.
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5.2. PERIFERNI UCINCI TRETMANA

Obje eksperimentalne skupine znacajno su se razlikovale od kontrolne u prezivljenju i tjelesnoj

masi mladunaca.

1z rezultata mozemo vidjeti da je oko 25% mladunaca tretiranih 5-HTP-om i oko 20% mladunaca
tretiranih TCP-om uginulo neposredno prije, tijekom ili unutar 48 sati nakon okota, dok su svi
mladunci iz kontrolne skupine prezivjeli. Uzrok slabijeg prezivljenja u eksperimentalnim
skupinama mogle bi biti promjene u uteroplacentarnom protoku krvi. Normalnu trudnocu
karakterizira smanjenje vaskularnog otpora sustava povezanog sa smanjenjem arterijskog krvnog
tlaka, povecanjem sréanog minutnog volumena, Stimulacijom sustava renin-angiotenzin i
porastom volumena plazme. Ove promjene uzrokuju znacajno povecanje u uteroplacentarnom
protoku krvi, §to omogucuje normalan rast fetusa. Pokazano je da primjena 5-HTP-a u gravidnih
zenki Stakora izaziva promjene bubreznih funkcija i smanjuje povecanje volumena plazme.
Smanjeni volumen plazme dovodi do smanjenja sréanog minutnog volumena i znacajnog
smanjenja u uteroplacentarnom protoku krvi §to moze onemogucéiti normalan razvoj fetusa.
Serotonin takoder ima vazokonstrikcijski efekt na pupcane i korionske arterije, zbog cega

dodatno moze smanjiti placentarni protok krvi (Duvekot et al., 1995;Salas et al., 2007).

Osim §to su mladunci iz obje eksperimentalne skupine Zivotinja imali znacajno nizu tjelesnu
masu nakon okota, §to moze biti posljedica nedovoljne opskrbe hranjivim tvarima zbog gore
opisanog smanjenja u protoku krvi kroz placentu, njihova masa ostala je znafajno manja i
tijekom cijelog postnatalnog razvoja. To ukazuje na ucinak poviSenih koncentracija serotonina
tijekom postnatalnog tretmana na stopu metabolizma ili skladiStenje energetskih rezervi u
mladunaca. Pokazano je da serotonin povecava stopu metabolizma na nacin da aktivira
peristaltiku crijeva (Camilleri, 2009), kao i da utjeCe na otpustanje inzulina iz -stanica gusSterace
(Paulmann et al., 2009). lako smanjeni prirast tjelesne mase mladunaca smatramo prvenstveno
perifernim ucdinkom, moguée je da je on posljedica i neravnoteze u srediSnjem odjeljku
serotonina. Poznato je da serotonin regulira osjecaj sitosti, smanjuje koli¢inu unosa hrane 1
uCestalost hranjenja (Lucki, 1998). Zivotinje tretirane TCP-om doista imaju povisenu

koncentraciju 5-HT u mozgu, dok je u Zivotinja tretiranih 5-HTP-om (zbog nepostojanja krvno-
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mozdane barijere u perinatalnom razdoblju) suviSak serotonina iz krvi mogao negativno utjecati

na mehanizme kontrole hranjenja.

5.3. SREDISNJI UCINCI TRETMANA

Promjene u anksioznom ponasanju rezultat su neravnoteze 5-HT u srediSnjem odjeljku.
Cinjenica da brojni lijekovi koji imaju anksioliticko djelovanje na ljude mogu reducirati ili u
potpunosti ukloniti ultrazvu¢no dozivanje u Stakora (Schwarting et al., 2012), ukazuje na to da je
test ultrazvu¢nog dozivanja nakon odvajanja iz legla dobra mjera za razinu anksioznosti u
mladunaca. Zivotinje tretirane TCP-om znacajno su se razlikovale od kontrolnih Zivotinja u
vrijednostima svih mjerenih parametara ultrazvuénog dozivanja koji ukazuju na razinu
anksioznosti. Za razliku od njih, vrijednosti u zivotinja tretiranih 5-HTP-om bile su tek blago,
neznacajn0 promijenjene. Pretpostavljamo da je uzrok povecane anksioznosti u mladunaca
tretiranin TCP-om znacajno povecanje koncentracije serotonina u prefrontalnoj kori. Ovaj
rezultat u skladu je s viSestruko pokazanim djelovanjem agonista 5-HT1A receptora na
smanjenje ultrazvu¢nog dozivanja u mladunaca Stakora (Branchi et al., 2001). Naime, 5-HT1A
receptor djeluje kao autoreceptor u neuronima jezgara rafe i njegova aktivacija smanjuje
otpustanje serotonina na aksonskim zavrSetcima. Moguce je takoder da je povecana anksioznost
u mladunaca tretiranin TCP-om posljedica povisenja razina dopamina i noradrenalina koji

reguliraju reaktivnost na podrazaje iz okoline, a ¢iju razgradnju TCP takoder sprjecava.

Osim parametara koji su mijerili razinu anksioznosti, u testu ultrazvu¢nog dozivanja analizirali
smo 1 frekvenciju pri kojoj se dozivanje odvija. Frekvencija ultrazvu¢nog dozivanja mijenja se
dozrijevanjem Zivotinje. Dozivanje na 50 kHz karakteristicno je za juvenilne 1 odrasle Stakore, a
tipi¢ni su za socijalne interakcije, parenje i hranjenje. Dozivanje na 40 kHz karakteristi¢no je za
mladunce Stakora, a ovi dozivi su mjerilo osje¢aja opasnosti i anksioznosti Stakora (Schwarting
et al., 2012). Neki autori smatraju da dozivanja na 40kHz treba poceti mjeriti od 3. do 5.
postnatalnog dana, s tim da se maksimalni broj doziva postiZze oko 5. do 10. postnatalnog dana.
Nakon 10. dana dozivi na 40 kHz prestaju (Olivier et al., 1998; Schwarting et al., 2012). Drugi
autori govore da dozivanja na 40 kHz traju do PND 14, kada zapocinju dozivanja na 50 kHz

(Brudzynski, 2010; Brunelli et al., 1997; Hofer et al., 1978). Nasi rezultati govore u prilog
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potonjim opazanjima jer Zzivotinje u kontrolnoj skupini mijenjaju frekvenciju maksimalne
energije dozivanja izmedu 13. i 16. postnatalnog dana. Za razliku od njih, Zivotinje iz
eksperimentalnih skupina pokazuju kaSnjenje u prebacivanju na visu frekvenciju — u grupi
tretiranoj 5-HTP-om ona se zbiva izmedu 16. i 18. dana, dok se u grupi tretiranoj TCP-om
frekvencija od 40 kHz zadrzala i 18. dana starosti. Ovaj rezultat ukazuje na mogucénost da
poviSene koncentracije serotonina negativno djeluju na sazrijevanje mladunaca, blaze indirektno
(putem poviSene razine 5-HT u krvi uzrokovane 5-HTP-om), a jace direktno (putem povisenja

razine 5-HT u mozgu uzrokovane TCP-om).
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6. ZAKLJUCAK

1. U usporedbi s kontrolnim zivotinjama, $takori tretirani 5-HTP-om i TCP-om imali su
znatno manju stopu prezivljenja, dok su prezivjeli novorodeni mladunci bili znacajno
manje tjelesne mase. Pretpostavljamo da je to prvenstveno posljedica poviSenja razine
serotonina u krvi majki, koja je dovela do smanjenog uteroplacentarnog protoka krvi i

nedovoljne opskrbe mladunaca hranjivim tvarima i/ili kisikom.

2. Tijekom prva tri postnatalna tjedna, mladunci iz obje eksperimentalne skupine imali su
znacajno manji prirast tjelesne mase u odnosu na mladunce iz kontrolne skupine.
Pretpostavljamo da je poviSenje razine serotonina u perifernom odjeljku utjecalo na

metabolizam i skladiStenje energetskih zaliha u mladunaca.

3. U testu ultrazvuénog dozivanja nakon izdvajanja iz legla, Zivotinje tretirane TCP-om
imale su znacajno krac¢e vrijeme latencije do prvog doziva te znacajno veci broj doziva,
sljedova doziva i ukupno trajanje dozivanja u odnosu na skupinu tretiranu fizioloSkom
otopinom, dok su u zivotinja tretiranih SHTP-om ove vrijednosti bile sli¢éne kontrolnima.
Smatramo da je povecanje koncentracije serotonina u prefrontalnoj kori mozga Zivotinja

tretiranih TCP-om izazvao povisenu razinu anksioznosti.

4. U obje eksperimentalne skupine primijetili smo kasniju dob prebacivanja frekvencije
ultrazvu¢nog dozivanja s infantilne na juvenilnu (u Zivotinja tretiranih 5-HTP-om iza 16.,
a u zivotinja tretiranih TCP-om iza 18. dana starosti). MoZemo pretpostaviti da povisene
koncentracije serotonina negativno djeluju na sazrijevanje mladunaca, pri je ¢emu
indirektni uéinak povisene razine 5-HT u krvi (uzrokovane 5-HTP-om) blazi, a direktni

uc¢inak povisene razine 5-HT u mozgu (uzrokovane TCP-om) jaci.
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