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POPIS KRATICA

ACH — acetilkolin

ATP — adenozin trifosfat (eng. Adenosine Triphosphate)

DG — dentatni girus

HI — hipoksija-ishemija

HIE — hipoksi¢no-ishemi¢na encefalopatija

NMDA — N-metil-D-asparaginska kiselina

NOS — dusik- monoksid sintetaza (eng. Nitric Oxide Synthase)
SUB - subikulum (lat. Subiculum)

SZS — sredi$nji zivéani sustav

PVL — paraventrikularna leukomalacija



1. Uvod

1.1. Hipoksija

Normalna funkcija mozga u potpunosti je ovisna o odgovarajucoj opskrbi kisikom za sintezu
adenozin trifosfata (ATP - eng. adenosine triphosphate) putem oksidativne fosforilacije. lako
je mozak metaboli¢ki vrlo aktivan organ njegove rezerve kisika su vrlo male. Naime, prisutnost
kisika u vec¢oj koli¢ini od potrebe metabolizma moze biti toksi¢na, posebno za organ kao §to je
mozak. 1z tog razloga postoje mehanizmi koji kontroliraju isporuku kisika u mozak s obzirom
na lokalnu potro$nju tako da je potraznja energije zadovoljena, a izlozenost mozga mogucem
toksicnom djelovanju kisika niska. Mozak Kkarakterizira visok stupanj specijalizacije i
heterogenosti. Potreba za kisikom i supstratima usko je povezana s potrebama mozga. Polovica
kisika dopremljenog u mozak utrosena je na sinapticku aktivnost dok se preostali dio koristi za
odrzavanje transmembranskog gradijenta iona, sintezu neurotransmitera i ostale funkcije na
nivou stanice. Kisik je od iznimne vaznosti za odrzavanje normalne funkcije mozga te njegov
nedostatak inducira hipoksiju. Hipoksija je stanje smanjene koli¢ine kisika u stanicama i
tkivima, $to ima za posljedicu poremecaj u funkcioniranju organa, sustava i stanica. Postoji
nekoliko vrsta hipoksije, s obzirom na podrijetlo. Normobari¢na hipoksija se javlja pri
smanjenoj koli¢ini kisika i normalnom tlaku. Hipobari¢na hipoksija popraena je snizenim
tlakom zraka 1 smanjenom koli¢inom kisika, uvjetima koje mozemo nac¢i na visokim
nadmorskim visinama. Hipoksija se moze razviti u bilo kojem dijelu organizma, ali su njeni
ucinci na stanicama sredi$njeg Zivéanog sustava (SZS) najizraZzeniji. Akutna epizoda hipoksije
moze uzrokovati inhibiciju sinapticke aktivnosti u mnogim regijama mozga, dok dugotrajna
hipoksija dovodi do smrti neurona. IzloZenost hipoksi¢nim uvjetima zahtijeva neki oblik
kompenzacijskog odgovora organizma, stoga dolazi do povecane ventilacijske stope, dok u
mozgu potreba za vecom koli¢inom kisika dovodi do povec¢anog protoka krvi. Ozljeda moze
nastati kao posljedica smanjene krvne opskrbe mozga zbog suZenja ili opstrukcije krvnih Zila,
tzv. hipoksije-ishemije (HI). S obzirom na to da mozak nema prostor za pohranu kisika (npr.
mioglobin) to ga ¢ini vrlo osjetljivim na male poremecaje u opskrbi krvlju (Erecinska i Silver,
2001). Prilikom HI, zaliha kisika nestaje u nekoliko sekundi, dok zaliha glukoze i ATP-a traje
do 5 minuta. Nakon gubitka zaliha dokazi do sekundarne ozljede mozga, a potpuni neuroloski

oporavak postaje manje vjerojatan (Greer, 2006).



1.1.1. Uzrocno-posljedicne veze

Sirok raspon medicinskih stanja moze biti uzrok hipoksije. Najéesée do nje dolazi zbog
ograniCenog pristupa kisiku (visoke nadmorske visine), nedovoljne cirkulacije krvi
(hemoragija, tumor mozga, srani zastoj), respiratorne disfunkcije (zastoj u diSnom putu,
nefunkcionalnost plu¢a, problem u neuralnoj kontroli disanja) ili zbog izloZenosti toksinima. U
normalnim uvjetima ATP daje energiju za odrzavanje visoke koncentracije kalija unutar
stanice, dok je koncentracija natrija, kalcija i klora niska. Takva preraspodjela iona omogucava
nesmetanu komunikaciju izmedu neurona. Ograni¢ena opskrba mozga kisikom i glukozom
uzrokuje kaskadu dogadaja u stanici. Dolazi do blokade oksidativne fosforilacije, drasti¢nog
smanjenja sinteze ATP-a i kolapsa ionskog gradijenata. Nakon potroSenih zaliha glikogena,
glavnog izvora energije Cijim Se cijepanjem oslobada glukoza, stanica prelazi na anaerobni
metabolizam. Anaerobni metabolizam je neucinkovit 1 brzo tro$i preostalu zalihu glukoze pri
Cemu nastaje mlije¢na Kiselina ¢ije taloZenje uzrokuje acidozu (Bennet i Gunn, 2009).
Homeostaza je naruSena te dolazi do unutarstani¢énog nakupljanja iona natrija i klora uz pasivan
ulazak vode. Kao posljedica ulaska vode stanica bubri i puca $to uzrokuje strukturne i
funkcionalne promjene. Slijedi naknadna aktivacija proteaza i fosfolipaza te stvaranje
slobodnih radikala. Nakupljanje slobodnih radikala ima klju¢nu ulogu u oSte¢enju neurona i
gubitku pamcenja (Bo i sur., 2009). Slobodni radikali o$te¢uju sve stani¢ne strukture te mogu
prouzrokovati oksidativni stres. Oksidativni stres je stanje koje karakterizira neravnoteza
izmedu stvaranja slobodnih radikala i njihovog neutraliziranja antioksidansima. Jedan od
glavnih mehanizama hipoksijom uzrokovanog oksidativnog stresa je ekscitotoksi¢nost
aminokiselinom glutamatom. Glutamat je najzastupljenija eksitacijska aminokiselina u mozgu
i citotoksi¢na je za neurone. Hipoksija uzrokuje depolarizaciju glutamatergickih neurona iz
hipokampusa, stimulira otpustanje glutamata i otvaranje voltaznih kalcijevih kanala i ulazak
kalcija u stanicu. loni kalcija aktiviraju enzim ovisan o kalciju, sintetazu dusik-monoksida
(NOS - eng. nitric oxide synthase) koja posredno uzrokuje povecanu peroksidaciju i ostecenje
lipidnih membrana. Visoka koncentracija unutarstani¢nih kalcijevih iona utje¢e na nekoliko
metabolickih procesa, osteCuje mitohondrije, dodatno potice stvaranje slobodnih radikala i
uzrokuje daljnji pad ATP-a. Povecana koncentracija glutamata u sinapsi poti¢e prolongiranu
stimulaciju receptora S§to s vremenom uzrokuje apoptozu. Tijekom razvoja mozga
ekscitotoksi¢nost ima puno veci utjecaj na neurone nego U mozgu odrasle osobe. Neuronska
aktivnosti prestaje i ukoliko ne dode do brze reoksigenacije, stanice umiru (Erecinska i Silver,

2001). Hipoksija narusava funkcionalnu cjelovitost mnogih tjelesnih sustava, no prvenstveno



utjete na SZS. Buduéi da je SZS jedan od najveéih potrosada kisika, njegove funkcije su
najranjivije na hipoksiju. Hipoksija izaziva osSte¢enje neurona i mitohondrija te inducira
ekspresiju raznih gena. Patoloske promjene povezane s manjkom kisika najéesée utjeCu na
mozdanu koru, bazalne ganglije, mali mozak i hipokampus. Moguéi razlog ranjivosti tih
dijelova mozga brza je metabolicka aktivnost i veca potreba za kisikom i nutrijentima, ali i
njihova lokacija u distalnim dijelovima gdje je tkivo najudaljenije od arterijske opskrbe (Busl i
Greer, 2010). Takoder, smatra se da ti dijelovi mozga imaju vise receptora za glutamat, stoga
za uéenje, pamcenje i reakciju na stres, je posebno osjetljiv na smanjenu koncentraciju kisika
(Goldstein i sur., 1995). Ozljeda ili gubitak hipokampalnih CA1 piramidalnih stanica (Slika
1.1.) i smanjena sinteza acetilkolina (Ach) uzrokom su smanjene sposobnosti ucenja i
pamcenja. Kroni¢na izloZenost hipoksiji dovodi do gubitka funkcije, poremecaja svijesti,
teSkog ostecenja mozga, cerebralne paralize, mentalne retardacije, epilepsije i drugih
neurofizioloSkih poremecaja. Posljedice hipoksije na mozak odrasle osobe mogu biti
katastrofalne, dok povrede tijekom ranog razvoja mozga mogu utjecati na osnovnu strukturu

odredenih moZdanih stanica, §to dovodi do strukturno-funkcionalnih abnormalnosti u SZS te

moze imati dugotrajne posljedice na mozdanu funkciju (Dubrovskaya i Zhuravin, 2010).

Slika 1.1. Gubitak hipokampalnih stanica nakon tretmana hipoksijom (lijevo); kontrola

(desno); regija hipokampusa oznac¢ena je crnim pravokutnikom (Goldstein i sur., 1995)




1.1.2. Hipoksija i mozak u razvoju

Izvan maternice, opskrba kisikom iz atmosfere je neometana i kisik je dostupan u neizmjernim
koli¢inama. Ukoliko ipak dode do epizode hipoksije u odrasloj dobi, aktiviraju se respiratorni i
kardiovaskularni kompenzacijski mehanizmi. Oni su namijenjeni povecanju pluéne
oksigenacije i srcanog ritma, odrzavaju¢i Cak i1 perifernu cirkulaciju opskrbljenom
oksigeniranom krvlju tijekom razdoblja sustavne hipoksije (Barwood i sur., 2017). U maternici,
opskrba oksigeniranom krvlju je ogranic¢ena posteljicom. Medutim, niz prilagodbi jedinstvenih
za fetalni Zivot osiguravaju da opskrba kisikom prelazi njegove metabolicke zahtjeve. U odnosu
na odraslu osobu, ove prilagodbe omogucuju fetusu vezanje vece koli¢ine kisika na hemoglobin
1 povecani bazalni protok krvi u veéinu tkiva. Intrauterina hipoksija je povezana s razliitim
stanjima majke, placente i fetusa koji se mogu manifestirati razli¢ito 1 imaju razli¢ite ishode.
Hipoksija nema vaznu ulogu u ranom intrauterinom zivotu (prvo tromjesecje) zato $to se rana
embriogeneza odvija u anaerobnim uvjetima (Abbott 1 sur., 2014). Tijekom drugog 1 tre¢eg
tromjesecja kisik postaje klju¢an za normalni fetalni rast i razvoj (Hutter i sur., 2010). Iako
fetalnu hipoksiju moze uzrokovati niz Cimbenika, najéeS¢e nastaje zbog napredovanja
insuficijencije posteljice 1 udruzena je sa zastojem u rastu fetusa. Tijekom trudnoce, hipoksija
se moze podijeliti na tri tipa: 1) preplacentalnu, u kojoj su manjkom kisika pogodeni i majka i
dijete (npr. visoka nadmorska visina, cijanoticna srana greska, zatajenje srca); 2)
postplacentalnu, u kojoj je samo fetus hipoksic¢an, Sto moze biti posljedica smanjenog protoka
krvi kroz arteriju uterinu ili razli¢itih genskih anomalija; 3) uteroplacentalnu koja je povezana
s abnormalnom placentacijom i vaskularnim abnormalnostima posteljice (npr. preeklampsija)
(Hutter 1 sur., 2010). Mozak koji se tek razvija, kao $to je mozak fetusa, iznimno je osjetljiv na
oksidativnu ozljedu. Usred fetalne hipoksije ukljucuju se adaptacijski mehanizmi i dolazi do
centralizacije krvotoka u korist fetalnog mozga (tzv. efekt poStede mozga); Slika 1.2., srca i
nadbubreznih Zlijezda, dok periferija ostaje liSena adekvatne koli¢ine kisika (PleSa, 2017).
Barkerova hipoteza navodi da adaptacijski mehanizmi koji omogucavaju fetusu preZivljavanje
intrauterine deprivacije kisika i nutrijenata rezultiraju reprogramiranjem razvojnih puteva
vitalnih organa, $to moZe uzrokovati patoloSke posljedice u odrasloj dobi (rani mozdani udar,
dijabetes, ishemijska ozlijeda mozga, kognitivne poteskoce). Ceste komplikacije uzrokovane
intrauterinom hipoksijom su udisanje mekonija, metaboli¢ki poremecaji, kognitivni deficit,
cerebralna paraliza, periventrikularna leukomalacija, intrakranijalno krvarenje 1 Siroki spektar

funkcionalnih neuroloskih ostec¢enja (Mallard 1 Vexler, 2015).
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Slika 1.2. Mehanizam fetalne ,,postede mozga* (Giussani, 2016)

Odgovor na akutnu hipoksiju pokrece karotidni kemorefleks koji dovodi do bradikardije 1
povecanja periferne vazokonstrikcije. Bradikardija je posredovana dominantnim utjecajem
vagusa na srce fetusa. Periferna vazokonstrikcija odrzava se oslobadanjem hormona u fetalnu
cirkulaciju, kao 1 odrzavanjem vaskularnog tonusa oksidansa odredenog interakcijom izmedu

dusikovog oksida (-NO) i reaktivnih vrsta kisika (ROS), kao §to je superoksidni anion (- O2).

Kratkoro¢ne epizode akutne hipoksije i acidoze kao rezultat kontrakcije maternice i/ili
kompresije pupéane vrpce prisutne su pri normalnom porodu (Giussani, 2016). Ova su
kolebanja plinova u arterijskoj krvi ipak blaga i reverzibilna pa se vjeruje da imaju ulogu u
pripremi fetusa za poéetak normalnog disanja. Vecina djece prevladava ovu prepreku bez veéih
problema i brzo uspostavlja ekstracelularnu i intracelularnu homeostazu. Dvadeset tri posto
novorodencadi zahtijeva aktivnu pomo¢ kako bi pocelo disati, ¢emu je uzrok tzv. perinatalna
asfiksija. Primarna reanimacija sprjecava, ne samo prijetecu smrt, nego skra¢ivanjem razdoblja
hipoksije sprjecava hipoksi¢nu ozljedu tkiva (Nyakas i sur., 1995). U novije vrijeme, umjesto
pojma perinatalne asfiksije, sve se ¢eS¢e koristi pojam hipoksi¢no-ishemicke encefalopatije
(HIE) novorodencadi. HIE je jedan od najvaZznijih uzroka perinatalne ozljede mozga koja moze
dovesti do smrti ili ostaviti trajne posljedice kao Sto su cerebralna paraliza, mentalna retardacija,

poremecaji glasovne komunikacije, poremecaji u afektivnom zivotu i ponaSanju te




senzomotoricki deficiti. Hiperaktivnost kore velikog mozga koja se manifestira konvulzijama i
abnormalnom elektricnom aktivnosti u mozgu, klasi¢na je posljedica hipoksi¢no-ishemi¢ne
ozlijede mozga (Ishida i sur., 2001). Opisana osSteenja su neprogresivha i mogu se
kompenzirati neurobioloskim procesima plasti¢nosti i maturacije mozga s manjim ili veéim
funkcionalnim oporavkom (Predojevi¢ i Tomasovi¢, 2015). Plasticnost mozga oznacava
sposobnost mozdanog tkiva da promjeni strukturu i funkciju kao odgovor na promjene unutar
tijela ili u okolisu (Nalivaeva i sur., 2018). lako mozak u razvoju ima vece kompenzacijske
moguénosti u odnosu na mozak odrasle osobe, fetalna hipoksija dovodi do smanjenja
adaptivnog potencijala mozga i plasti¢nosti zbog poremecaja umrezavanja neurona, posebno u
kori velikog mozga i hipokampusu (Cooper i sur., 2015) (Slika 1.3.). U ovom slucaju to moze
uzrokovati abnormalno oblikovanje sinapsi i manifestirati se u obliku epilepsije, motorickih i
kognitivnih oStecenja (Hristova i Rocha-Ferreira, 2016). Hipoksija je povezana i s pove¢anom
mogucénosti razvoja neurodegenerativnih poremecaja (npr. Parkinsonova i Alzheimerova
bolest), ali i neuobicajenih misli, djela, cak i mentalnih poremecaja uzrokovanih promjenama
u komunikaciji izmedu neurona nastalima tijekom neuralnog razvoja (Nalivaeva i sur., 2018;
Basovich, 2010).
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Slika 1.3. Osjetljivost hipokampusa na stanja povezana s neonatalnom ozljedom (Hoskote 1
sur., 2018). Subregije hipokampusa - CA1, CA3, dentatni girus (DG) i subikulum (Sub — /at.
subiculum) pokazuju razliku u osjetljivosti na hipoksiju-ishemiju, upalu, stres 1 anesteziju. U

donjem lijevom kutu prikazan je neuralni krug hipokampalne formacije (EC = entorinalni

korteks; EC2 = drugi sloj entorinalnog korteksa; EC3 = tre¢i sloj entorinalnog korteksa)




1.1.3. Periventrikularna leukomalacija

Neuropatolosko ostecenje uzrokovano HIE ima drugacije posljedice kod nedonoscadi i kod
djece rodene u terminu. Glavno podrucje ozlijede u nerazvijenom mozgu prijevremeno rodenog
djeteta je periventrikularna bijela tvar Sto uzrokuje periventrikularnu leukomalaciju (PVL).
Ozljeda periventrikularne bijele tvari moze imati dugotrajne posljedice na fizic¢ki, motoricki,
senzoricki, kognitivni i socijalni razvoj djeteta (Cai i sur., 2005). PVL povezana je s difuznom
reaktivnom gliozom i aktivacijom mikroglije u okolnoj cerebralnoj bijeloj tvari. Hipoksi¢no-
ishemi¢na povreda mozga narusava mijelinizaciju te dovodi do smrti oligodendrocita koji su
iznimno osjetljivi na toksi¢ni u¢inak glutamata i slobodnih radikala (Aguirre i sur., 2012).
Smatra se da razlike u osjetljivosti tih regija mozga, s obzirom na gestacijsku dob djeteta,
proizlaze iz promjena rasporeda NMDA receptora za glutamat tijekom razvoja (Ferriero i
Sheldon , 1996). Promjene u bijeloj tvari do kojih dolazi za vrijeme brzog rasta mozga uzrokuju
lezije. Lezije se pojavljuju u dubokim grani¢nim arterijskim zonama i krajnjim zonama u
periventrikularnoj bijeloj tvari (Slika 1.4.). Takoder, u mozgu djece s PVL povisena je
koncentracija proupalnih citokina, $to ukazuje na snazni upalni odgovor mikroglije, mastocita,
neutrofila i T- stanica (Mallard i Vexler, 2015). Reaktivna mikroglija §titi oligodendrocite od
ekscitotoksi¢ne ozljede, ali moze i doprinijeti ozljedi tkiva slobodnim radikalima. Naime,
aktivacijom mikroglije u akutnoj fazi dolazi do pojave znatne kolic¢ine NOS-a, $to sugerira da
mikroglija ima ulogu u patogenezi PVL-a (Volpe, 2018).

fokalna
nekroza

Slika 1.4. Topografija pojavljivanja periventrikularne leukomalacije. Lezija se javlja u
dubokim arterijskim grani¢nim zonama u periventrikularnoj bijeloj tvari (dijelovi oznaceni

crnom bojom); Volpe, 2018




1.1.4. Ulegirija

U nedonoscadi, produljena hipoksija povezana je s periventrikularnom leukomalacijom, dok
akutna hipoksija kod novorodencadi rodenoj u terminu uzrokuje ulegiriju (Dermentzoglou i
sur., 2008). Izvedena iz latinske rijeci ,,ule* Sto znaéi oziljak, ulegirija je jedan od pokazatelja
HIE. Tipi¢no se javlja kod djece koja su rodena u periodu od 37 navrsenih tjedana do manje od
42 tjedna trudnoce. Donji dio sulkusa je najpodlozniji hipoksi¢no-ishemiénoj ozljedi jer je i
najmanje opskrbljen krvlju, za razliku od girusa koji ima konstantnu perfuziju. Donji dio
sulkusa atrofira te se javlja glioza, proces kojim dolazi do nakupljanja glija stanica oko neurona,
Sto rezultira karakteristicnim izgledom ,gljivolikin® girusa (Slika 1.5.). Medu ostecenim
neuronima mogu postojati ,,0toci relativno neosSte¢enih neurona. Nemoguc¢nost komunikacije
izmedu ,,otoka* neurona 1 okolnog zahvacéenog tkiva dovodi do pojave farmakorezistentnih

epileptickih napadaja (Agarwal i sur., 2016). Neuroloske posljedice ¢esto ukljucuju i cerebralnu

paralizu s razli¢itim stupnjevima intelektualnih ostecenja.

Slika 1.5. Ulegirija. Glioza primarno utjece na donji dio vijuga (oznaceno strelicama)
(Avanzini i sur., 2003).




1.1.5. Epilepsija i poremecaj paznje s hiperaktivnoscu

HIE je najces¢i uzrok neonatalnih napadaja i dugotrajnih kognitivnih oste¢enja. Epilepticki
napadaj vidljiva je manifestacija epilepsije koju karakteriziraju epizode poremecene motorike,
senzorike, ponasanja i percepcije, a nastaje zbog hiperpodrazljivosti neurona SZS-a (Ishida i
sur., 2001). Napadaj zapocinje sinkroniziranom depolarizacijom dovoljnog broja neurona $to
rezultira stvaranjem akcijskog potencijala. Veé¢ina djece pokazuje znakove epilepsije unutar 24
sata od rodenja (Vannucci i Vannucci, 2001) sto odgovara periodu razvoja tijekom kojeg dolazi
do mnogih neurokemijskih promjena. lako se vjerovalo da je mozak djeteta manje osjetljiv na
utjecaj hipoksije 1 ishemije, novija istrazivanja ukazuju na to da je neonatalni mozak podlozniji
zbog aktivnosti receptora za glutamat (NMDA 111). Ozljeda mozdanog tkiva uslijed hipoksije-
ishemije mozZe rezultirati otpustanjem pretjerane koliCine tog ekscitatornog neurotransmitera
uzrokujuéi pretjeranu depolarizaciju. 1z tog razloga se smatra da je receptor za glutamat
medijator apoptoze i da je ekcitotoksi¢nost uzrokovana njegovom pretjeranom aktivnoséu
povezana s epilepti¢kim napadajima (Applegate i sur., 1991). Mnoga istrazivanja provedena na
zivotinjama 1 ljudima sugeriraju da napadaji pogorSavaju postojecu ozljedu mozga te mogu
uzrokovati nepopravljive izmjene u nac¢inu na koji se mozak razvija i formira sinapse (\Volpe,
2018). U pocetnoj fazi napadaji su blagi, no s viemenom postaju opasniji s ¢estom pojavom
sekundarnih neurorazvojnih i neuropsihijatrijskih poremecaja (Benna i sur., 1984). Jedan od
neurorazvojnih poremecaja, poremecaj nedostatka paznje s hiperaktivnoséu (ADHD - eng.
attention deficit hyperactivity disorder) pogada tri do pet puta vise djecu sa epilepsijom nego
djecu u opc¢oj populaciji. Karakterizira ga vrlo visok stupanj motoricke aktivnosti kao
manifestacije vrlo visoke mentalne aktivnosti. Smatra se da je jedan od razloga zbog kojih je
mehanizam nastanka ADHD-a nepoznanica, nedostatak prihvatljivog animalnog modela. Ne
postoji izravan dokaz da fetalna hipoksija uzrokuje pojavu ovog sindroma, s druge strane
animalni modeli fetalne hipoksije rezultiraju brojnim simptomima videnim u djece s ADHD-
om kao $to su hiperaktivnost, poteskoc¢e u pamcenju i manjak pozornosti (Nyakas i sur., 1995).
Takoder, poznato je da je prenatalna hipoksija-ishemija jedan od uzroka rodenja djeteta male
porodajne mase (nedostasce) (Ashmarin i sur., 2003). Rizik pojave ADHD-a je dvostruko veci
kod takve djece nego kod djece normalne mase (Yager, 2004). To predstavlja dodatnu

poveznicu hipoksije i ADHD-a (Kaczorowski i sur., 2016).

Zbog svega navedenog, fetalna hipoksija se opSirno istrazuje, N0 zbog nemogucnosti

istrazivanja na ljudskim fetusima vaZznu ulogu imaju animalni modeli.



1.2. Animalni modeli hipoksije

U svrhu boljeg razumijevanja uloge fetalne hipoksije u daljnjem razvoju djeteta, moguéim
ishodima i temeljnim mehanizmima nastanka ozlijede mozga i moguc¢em razvitku terapijskih
strategija, posljednjih desetlje¢a bilo je neophodno koriStenje mnogih animalnih modela
(Yager, 2004). Unato¢ izazovima, provedba komparativnih ispitivanja povezivanjem toc¢aka u
razvoju morfologije mozga Stakora s morfologijom ljudskog mozga izuzetno je vazna (Anand,
i sur., 2007). Sposobnost izjednacavanja stadija razvoja (Tablica 1.1.) medu vrstama omogucuje
bolje razumijevanje manje laboratorijski pristupa¢nog ljudskog mozga pomoc¢u provedenih
neurorazvojnih istrazivanja na drugim animalnim modelima. Niti jedan animalni model ne
moze replicirati slozene uvjete u ljudskom tijelu. Medutim, svaka Zivotinjska vrsta moze
ponuditi novi uvid u moguc¢e mehanizme nastanka ozljede i pruziti vrijedne informacije o

patofiziologiji fetalnog oste¢enja mozga i pomoci u pronalasku novih terapijskih metoda.

Stakori su najées¢i animalni modeli hipoksije zbog kratkog reproduktivnog ciklusa, male
veli¢ine i niskih troskova uzgajanja. Stovise, Stakor se rada u relativno ranoj fazi sazrijevanja,
Sto ga svrstava medu Zivotinje ¢iji se mozak u velikoj mjeri razvija postnatalno (eng. postnatal
brain developer) i ¢ini ga prikladnim za proucavanje izravnih ucinaka eksperimentalnih
intervencija na rani razvoj mozga. Takoder, neuroanatomske usporedbe, usporedbe vremena
neurogeneze, sinaptogeneze, gliogeneze, sazrijevanja i mijelinizacije ukazuju na to da stadij
razvoja mozga Stakora tijekom prva dva postnatalna tjedna odgovara treCem tromjesecju

razvoja mozga ljudskog fetusa kada najces¢e dolazi do problema s hipoksijom.



Tablica 1.1. Usporedni prikaz razvojnih tocaka medu vrstama (Clancy i sur., 2001)

(G — gestacija, P — postnatalni dan)

(G21.5) | (GL55) | (G185) | (G31) | (G3:) (G41) (G63) (G163) (G270}
9.0 g1 g3 99 104 139 14.7 19 20 23 23 25 29
95 85 87 103 11.1 150 16.0 21 12 26 26 27 32
10.0 g9 a1 111 118 162 173 23 24 28 28 30 35
10.5 93 95 1.7 12.3 174 18.6 24 16 31 30 33 39
110 o7 9.9 124 132 186 19.8 16 18 33 33 35 42
11.5 10.1 103 13.0 13.8 187 111 28 30 36 35 38 45
12.0 10.4 10.7 136 145 209 114 30 32 38 38 41 43
125 108 111 142 152 21 237 32 34 41 40 43 52
13.0 112 115 149 159 2332 250 34 i6 43 43 46 55
135 116 11.9 153 16.6 244 263 35 iB 45 45 48 58
14.0 12.0 123 161 173 256 276 37 40 48 47 51 61
14.5 124 12.7 16.7 18.0 268 188 39 41 50 30 54 63
15.0 12.7 13.2 173 187 279 301 41 44 53 32 56 68
155 131 136 18.0 19.4 251 314 43 46 55 35 50 71
16.0 135 14.0 186 201 303 327 45 48 58 37 62 T4
16.5 13.9 144 182 2038 314 340 47 50 60 60 64 T8
17.0 143 14.8 158 213 32.6 353 43 52 63 62 67 g1
17.5 14.6 152 2035 11 338 3635 30 14 5] 64 70 24
18.0 15.0 15.6 211 228 349 378 52 56 68 a7 72 &7
185 154 16.0 2117 235 36.1 391 34 58 10 68 5 o1
19.0 OEOT 16.4 223 2432 373 404 36 60 FE T2 T8 o4
19.5 P07 168 329 249 383 417 38 62 5 T4 80 a7
20.0 P11 17.2 236 156 306 430 60 64 78 7 83 100
20.5 P14 17.6 242 26.3 QROT 443 61 66 80 i 86 104
21.0 P18 18.0 248 270 P1 455 63 68 82 11 88 107
OEOT P22 OKOT 254 77 P21 468 65 70 85 24 a1 110
P1 P3 P07 267 291 P4.5 49.4 69 T4 90 19 96 117
P2 P37 P15 79 504 P58 520 T2 78 95 24 101 123
P3 P45 P23 2032 518 P92 54.5 T6 82 100 99 107 150
P4 P33 Pil OKOT 332 P11.5 57.1 20 &6 105 103 112 136
P3 P& Pig P06 346 P139 597 24 90 110 108 117 143
P& Pa.g P48 P19 360 P15.2 622 &7 94 114 113 123 149
P7 Plé P56 P31l 374 P185 | OKOT o1 98 119 118 128 155
P2 PR3 P54 P4.4 OKOT | P09 P24 95 102 124 123 133 162
P9 Po1 P2 P56 P11 P32 B5 08 107 129 128 139 168
P10 Pog P8 P59 P23 Pi54 P13 102 111 134 135 144 175
P11 P10.6 P8 PE1 P39 P279 | P101 106 115 139 138 149 181
P12 Pi14 Po6 Pa.4 P53 P303 | P127 109 119 144 142 154 188
P13 P122 P10.4 P10.5 P66 P326 | P152 113 123 149 147 160 194
P14 P129 Pi12 P118 P2 P349 | P178 117 127 154 152 165 201
122 133 161 159 173 211
126 137 OEOQT 164 178 17
169 184 24
174 189 230
179 194 237
134 199 243
189 205 230
194 210 256
198 215 163
203 211 POROD
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1.2.1. Invazivni animalni modeli hipoksije

Brojna dosadasnja istrazivanja koristila su invazivne metode kod kojih je na mladuncima
izveden kirurski zahvat kako bi se izazvala HI. Koristeni zahvati su unilateralna ili bilateralna
ligacija karotide i bilateralna okluzija karotide popracene izlaganjem Zivotinje hipoksiji u
hipoksi¢noj komori. Najbolje prou¢avani neonatalni model HI je Rice-Vannuccijev Stakorski
model koji je omogucio proucavanje temeljnith mehanizama hipoksi¢no-ishemi¢nog oste¢enja
mozga (Slika 1.6.). Mladunci Stakora se sedmog postnatalnog dana podvrgnu ligaciji karotidne
arterije nakon Cega su izlozeni hipoksiji 8%-tnim kisikom tijekom 3.5 sata (Slika 1.7.). S
obzirom da klasi¢na izvedba Rice-Vanuccijevog modela nije u potpunosti imitirala promjene
nastale uslijed HI uocene kod ljudi, posljednjih je godina razvijeno nekoliko optimizacija
modela. Ferriero i Sheldon (1996) razvili su jednu od poznatijih optimizacija klasi¢cnog modela.
Prvog postnatalnog dana Stakori su podvrgnuti ligaciji desne karotide te naknadno izloZeni
hipoksiji (6% 02) tijekom 3.5 h. Posljedice su teske unilateralne ozljede, nekroza korteksa,
progresivni gubitak neurona i stanjenje anteriornog dijela corpusa calosuma. Stakori
dozivljavaju infarkt, dok su nekroti¢na podrucja 1 cisticne lezije slicne onima u dojencadi S
teSkim oblicima PVL-e (Rumajogee, 2018). Rice- Vannuccijev model je adaptacija Levinovog
modela HI na odraslim Stakorima. Riceova modifikacija Levinove metode Siroko je koristena
kao Stakorski model neonatalne hipoksi¢no-ishemi¢ne encefalopatije. Iako unilateralno
oSte¢enje mozga prisutno u modelu nije tipi¢éno za HIE, model je popularan zbog lake
reproducibilnosti i niske stope smrtnosti zivotinja. U ovim eksperimentalnim uvjetima dolazi
do teskih motorickih 1 somatosenzorickih deficita i1 vidljivih potesko¢a u ucenju i pamcéenju
(Arteni i sur., 2003). Ovaj model omogucuje pregled potencijalnih pristupa u postizanju
popravka i regeneracije oSte¢enog mozdanog tkiva uslijed HIE. S obzirom da navedeni modeli
koriste invazivne metode postoji mogucnost da stres uzrokovan operativnim zahvatom i

anestezijom utjece na dobivene rezultate, stoga je tesko razluciti uzrok opazene promjene.



normalno

4 mm

6 mm

Slika 1.6. Posljedice HI (lijevo-nema oStecenja; sredina-blago oSte¢enje; desno-tesko

ostecenje) (Ikeda i sur., 2001)

PND 7 desno

unutarnja karotidna arterija

vanjska karotidna arterija

zajednicka karotidna arterija

Slika 1.7. Ligacija desne karotidne arterije sedmog postnatalnog dana (Rumajogee, 2018)
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1.2.2. Neinvazivni animalni modeli hipoksije

Neinvazivne animalne modele hipoksije karakterizira odsutnost ishemijske procedure. Prisutna
je samo hipoksija koja je inducirana pomoc¢u komore za deprivaciju kisika. Usporedujuéi
izlaganje Stakora hipoksiji (8% kisika, 1.5h) sedmog postnatalnog dana sa Stakorima na kojima
je provedena bilateralna ligacija karotide 1 koji su nakon zahvata izloZeni istim hipoksi¢nim
uvjetima, zakljuceno je da nema znacajne razlike u stupnju ozljeda medu grupama. Obje grupe
su pokazivale smanjenu funkciju neurona kao 1 znacajne ozljede hipokampusa, subkorteksa i
lateralnog ventrikula. Dakle, sama deprivacija kisika je dovoljna da uzrokuje oste¢enja mozga
slicna onima nakon HI. Tako neinvazivni modeli nisu tako Siroko koriSteni kao invazivni
modeli, oni imaju svoje prednosti te u nekim slu¢ajevima mogu preciznije oponasati ozljedu
ljudskog mozga (Cui i sur., 2013). Dostupne neinvazivne metode su raznovrsne. Kod Stakora
se prenatalna hipoksija mozZe posti¢i smjeStanjem trudnih Stakorica u komoru sa smanjenim
sadrzajem kisika u komori (normobari¢na komora) i postepenom zamjenom kisika inertnim
plinom. Hipoksija se takoder moze proizvesti u hipobari¢noj komori, koja oponasa hipoksiju
velike nadmorske visine. Za istrazivanje kroni¢ne intermitentne hipoksije koristi se
intermitentna komora u kojoj se izmjenjuju uvjeti normalne i smanjene koli¢ine kisika.
Neinvazivni model kojeg su razvili Nalivaeva i sur. (2018) izlazu¢i Stakorice normobaricnoj
hipoksiji zamjenom kisika duSikom do koncentracije O od 7% tijekom 10 minuta i
zadrzavanjem na toj razini tijekom 3 h u razli¢itim danima trudnoce, jedan je od najkoristenijih

neinvazivnih modela.



2. Cilj istrazivanja

Dosadasnja istrazivanja ukazuju na razvojne posljedice izlaganja Stakora hipoksiji u
normobari¢nim 1 hipobaricnim uvjetima, no jo§ nije provedeno istrazivanje fokusirano na
usporedbu dugotrajnih posljedica neonatalnog izlaganja hipoksiji u hipobari¢noj i
normobari¢noj komori. Ovaj diplomski rad dio je veéeg istrazivackog projekta kojem je cilj
razvitak neinvazivnog Stakorskog modela neonatalne hipoksije. Prethodno je testirano
ponasanje mladunaca izlozenih hipoksiji u normobari¢nim (Krizman, 2019) i hipobari¢nim
(Stipan, 2020) uvjetima te su uocene promjene u lokomociji i eksploratornom ponasanju, koje

su bile nesto izraZenije u hipobari¢noj skupini.

Cilj ovog diplomskog rada je utvrditi postoje li promjene u socijalnom, emocionalnom i
eksploratornom ponasanju te lokomociji 1 kogniciji U odraslih Stakora, koji su bili izlozeni
hipoksiji u hipobari¢nim ili normobari¢nim uvjetima prvog postnatalnog dana, u odnosu na
odrasle Stakore kontrolne skupine, koji nisu bili izlozeni hipoksiji te u kojoj mjeri one

odgovaraju promjenama uo¢enima U mladunaca.



3. Materijali i metode
3.1. Materijali

3.1.1. Zivotinje

U svrhu ovog istrazivanja koristeno je 68 Stakora soja Wistar i to 21 hipobari¢ni (9 zenki i 12
muzjaka), 17 normobari¢nih (9 Zenki i 8 muzjaka) i 30 kontrolnih (16 Zenki i 14 muzjaka). Na
ovom projektu Zavod za animalnu fiziologiju je suradivao s Hrvatskim institutom za
istrazivanje mozga, gdje se odvijalo parenje, okot i izlaganje hipoksiji. Eksperimentalne
Zivotinje su prvog postnatalnog dana boravile u toploj (= 25°C) hipobari¢noj (Atm 350 mmHg,
pO2 73mmHg) ili normobari¢noj (8% O2) komori, a kontrolne Zivotinje u kavezu pod
normoksi¢nim uvjetima, tijekom 2 sata. Dvadeset osmog postnatalnog dana Stakori su odvojeni
od majke i dopremljeni u Zavod za animalnu fiziologiju, gdje su razmjesteni u kaveze prema
spolu i tretmanu. U svakom kavezu smjestene su 3-4 Zivotinje, uz slobodan pristup hrani i vodi
(osim tijekom provodenja testiranja u T-labirintu). Nakon §to su dosegle odraslu dob, zivotinje

su podvrgnute bateriji testova ponasanja od 70. do 90. postnatalnog dana.

3.1.2. Aparatura

e Za otvoreno polje koriStena je kutija od bijelog pleksiglasa veli¢ine 80cm x 80cm x

70cm (Slika 3.1.) s crnom drvenom plo¢om na dnu.

Slika 3.1. Otvoreno polje



Ploca s rupama je kutija od bijelog pleksiglasa veli¢ine 80cm x 80cm x 70cm (Slika
3.2.) na ¢ijem dnu se nalazi drvena ploca sa 16 ravnomjerno postavljenih rupa (4 x
4) promjera 4cm, od kojih je 12 smjeSteno uz stranice (periferno), a 4 u sredini

(centralno) aparata.

Slika 3.2. Plo¢a s rupama

T-labirint je labirint u obliku slova T (Slika 3.3.) napravljen od pleksiglasa crne boje.

Veli¢ina srediSnjeg kraka je 70cm x 35cm x 10cm, a postranih krakova 55¢cm x 35cm

X 10cm.

Slika 3.3. T- labirint
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e Aparat za testiranje druStvenog odabira (Slika 3.4.) je prozirna kutija od pleksiglasa
s crno obojanim vanjskim stranicama velic¢ine 90 cm x 90 cm x 50 cm. Sastoji se od

tri odjeljka (90 cm x 30 cm x 50 cm) spojenih vratima.

\\ 1 \
NN
’ 7/

Slika 3.4. Aparatura za test druStvenog odabira

3.2. Metode

Testovi ponaSanja koristeni u ovom diplomskom radu sveobuhvatno procjenjuju razinu
lokomotorne aktivnosti kao i nepravilnosti u ponasanju koje mogu biti povezane s lokomocijom
u otvorenom polju (eng. Open field), anksiozno ponasanje i neofiliju na plo¢i s rupama (eng.
Hole board), prostorno ucenje i radnu memoriju u T-labirintu (eng. T-maze) te socijabilnost u

testu drustvenog odabira (eng. Social choice).

3.2.1. Test u otvorenom polju

U otvorenom polju svaku Zivotinju se pojedina¢no stavilo u sredinu polja i snimalo kamerom 5
minuta te se nakon toga pomocu rac¢unalnog programa EthoVisionXT13 izrac¢unala duljina
prijedenog puta (cm), vrijeme provedeno u gibanju (s), brzina kretanja (cm/s) i broj propinjanja

za svaku zivotinju.
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3.2.2. Test na ploc¢i s rupama

U ovom testu se svakog Stakora stavilo na sredinu ploce i tijekom 5 minuta se mjerio ukupan
broj posjeéenih rupa (eksploratorno ponasanje) i izracunao se postotak posjeéenosti unutarnjih
rupa (anksiozno ponaSanje). Rupa se smatrala posje¢enom kada je Stakor uronio glavu u rupu

iznad razine ocCiju.

3.2.3. Testu T-labirintu

Testiranje u€enja provodilo se jednom dnevno, uzastopno tijekom 5 dana. Dan prije testiranja
Stakorima se uklonila hrana kako bi bili motivirani za pronalaZenje hrane u labirintu te im je
tijekom trajanja pokusa vracana na sat vremena dnevno, nakon testiranja. Prvi pokus$aj odreduje
prirodni odabir jednog kraka labirinta Stakora te mu se u sljede¢im pokusajima hrana postavlja
uvijek u isti, suprotni krak labirinta pri ¢emu Stakor ima 10 pokusSaja u nizu, svaki u trajanju od

60 sekundi, da pronade hranu.

3.2.4. Test drustvenog odabira

U testu drustvenog odabira Stakor se na 3 minute stavi u srednji odjeljak kako bi se priviknuo
na kavez, a zatim se otvaraju vrata prema postranim odjeljcima. U jednom odjeljku je predmet,
dok je u drugom nepoznata jedinka istog spola kojoj je onemoguceno kretanje. PonaSanje
Stakora snima se 5 minuta te se mjeri vrijeme (s) provedeno u istrazivanju predmeta 1 vrijeme

(s) provedeno u istrazivanje jedinke.

3.3. Statisticka obrada podataka

Naposljetku, rezultati testova su statisticki obradeni. Normalnost raspodjele izmjerenih
vrijednosti testirana je pomoc¢u metode Kolmogorova i Smirnova. Ovisno o normalnosti
raspodjele, na originalnim ili logaritamski transformiranim vrijednostima provela se dvostruka
analiza varijanci (eng. Two-way ANOVA) kako bi se provjerio utjecaj tretmana i spola na
mjerene varijable. Analiza varijanci ponovljenih mjerenja (eng. Repeated measures ANOVA)
koriStena je za analizu uc¢enja u T-labirintu. Za post-hoc analizu koriSten je Tukey-ev test (eng.
Tukey's honest significance test — HST). Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost (M) +

standardna pogreska (SEM). Znacajnost rezultata je prihvacena kod p < 0,05.



4. Rezultati

4.1. Test u otvorenom polju

Testiranjem u otvorenom polju mjerili smo ukupnu udaljenost koju je Stakor presao tijekom
trajanja testa (Slika 4.1), vrijeme provedeno u kretanju (Slika 4.2), brzinu kretanja (Slika 4.3) i
broj propinjanja (Slika 4.4).
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Slika 4.1. Ukupno prijedena udaljenost (M + SEM) u otvorenom polju stakora iz hipobari¢ne
(N =9 Zenki, 12 muzjaka), normobari¢ne (N =9 Zenki, 8 muzjaka) i kontrolne (N = 16 Zenki,

14 muzjaka) skupine Zivotinja.

Iako su hipobari¢ne zivotinje prosle nesto vecu udaljenost od kontrolnih (1206 + 112 cm
naspram 964 + 93 ¢cm) i od normobari¢nih (1206 = 112 cm naspram 868 + 120 cm) Zivotinja,
utjecaj tretmana na ukupno prijedenu udaljenost nije bio statisti¢ki znacajan (p = 0.1052). Zenke
su prosle vecu udaljenost s obzirom na muZjake (1466 + 89 cm naspram 560 + 90 c¢m) Sto je
bilo statisti¢ki znacajno (p < 0.0001), (Slika 4.1.).
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Slika 4.2. Vrijeme provedeno u kretanju (M + SEM) tijekom testiranja u otvorenom polju
Stakora Stakora iz hipobari¢ne (N = 9 Zenki, 12 muzjaka), normobari¢ne (N = 9 Zenki, 8

muzjaka) i kontrolne (N = 16 Zenki, 14 muzjaka) skupine zivotinja.

Utjecaj tretmana na vrijeme provedeno u kretanju nije bio statisti¢ki zna¢ajan (p = 0.2215) iako
su se hipobariéne zivotinje kretale nesto vise od kontrolnih (112 £+ 10.3 s naspram 95+ 8.55s) i
normobaric¢nih Zivotinja (112 + 10.3 s naspram 86 + 11.1 s). Utjecaj spola je bio statisticki
znadajan (p < 0.0001). Zenke su se kretale dvostruko duZe od muZjaka (130 + 8.1 s naspram
65+ 8.2s), (Slika 4.2.).
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Slika 4.3. Brzina (M = SEM) kojom su se tijekom testiranja u otvorenom polju kretali Stakori
iz hipobari¢ne (N = 9 zenki, 12 muzjaka), normobari¢ne (N = 9 Zenki, 8 muzjaka) i kontrolne

(N =16 Zenki, 14 muzjaka) skupine zivotinja.

Tretman nije utjecao na brzinu kretanja zivotinja — ona je u svim podskupinama iznosila oko
10 cm/s, (p = 0.4880). Uocena je znacajna statisticka razlika s obzirom na spol (p = 0.0397).
Naime, zenke su bile brze (11 + 0.52 cm/s) od muzjaka (9.5 £ 0.53 cm/s), (Slika 4.3.).
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Slika 4.4. Broj propinjanja (M + SEM) koje su tijekom testiranja u otvorenom polju napravili
Stakori iz hipobari¢ne (N = 9 Zenki, 12 muzjaka), normobaricne (N = 9 zenki, 8 muzjaka) i

kontrolne (N = 16 Zenki, 14 muzjaka) skupine Zivotinja.

Na Slici 4.4. moze se uociti da se zenke propinju vise od muzjaka (11.3 + 1.0 naspram 3.8 +
1.0), s§to je statisticki znacajno (p < 0.001). Takoder, uocen je znacajan utjecaj tretmana (p =
0.0273). Normobariéne (7.4 + 1.3), a jo$ vise hipobari¢ne Zivotinje (10.2 = 1.2) se pojacano

propinju u odnosu na kontrolu (5.8 +1.1).

Interakcija skupina x spol nije bila znacajna niti za jedan parametar.
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4.2. Test na ploc¢i s rupama
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Slika 4.5. Ukupan broj rupa (M + SEM) koje su tijekom testiranja na ploci s rupama posjetili
Stakori iz hipobari¢ne (N = 9 zenki, 12 muzjaka), normobari¢ne (N =9 zenki, 8 muzjaka) i

kontrolne (N = 16 Zenki, 14 muzjaka) skupine Zivotinja.

Zenke znadajno vise istrazuju u odnosu na muzjake (15.3 + 1.2 naspram 6.2 + 1.3, p < 0.0001),
dok utjecaj tretmana nije bio statisti¢ki znacajan (p = 0.2775), kao ni utjecaj interakcije skupina
x spol (Slika 4.5.).
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Slika 4.6. Postotak posjeéenosti unutarnjih rupa (M £ SEM), u testiranju na ploci s rupama, od
strane Stakora iz hipobari¢ne (N = 9 zenki, 12 muZzjaka), normobari¢ne (N = 9 Zenki, 8

muzjaka) i kontrolne (N = 16 zenki, 14 muZzjaka) skupine Zivotinja.
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Pripadnost skupini (22% + 2.7 kontrolna, 17% + 3.3 hipobari¢na, 17% =+ 3.5 normobari¢na,
p=0.3507) i spolu (19.1% + 2.6 zenke, 17.8% + 2.6 muzjaci, p = 0.7283) kao ni njihova

interakcija (p = 0.7094) nije utjecala na postotak posjecenosti unutarnjih rupa, (Slika 4.6.).
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Slika 4.7. Dinamika uéenja poloZaja nagrade u T-labirintu (M + SEM) Stakora iz hipobari¢ne
(N =9 Zenki, 12 muZzjaka), normobari¢ne (N =9 Zenki, 8 muZzjaka) i kontrolne (N = 16 Zenki,

14 muzjaka) skupine Zivotinja.

U ovom testu utjecaj spola nije imao statisticku znacajnost (p = 0.1646) iako su Zenke imale
nesto veci prosjecni broj to¢nih odgovora u odnosu na muzjake (4.6 + 0.3 naspram 4.0 + 0.3).
Tretman nije imao znac¢ajan utjecaj na broj to¢nih odgovora (p = 0.4627). Jedino je utjecaj dana
testiranja na broj to¢nih odabira bio znacajan (p < 0.0001). Broj to¢nih odabira s vriemenom se
povecavao unutar svih skupina. Treéi se dan broj toénih odgovora povecao znacajno (4.3 = 0.3)
unutar sve tri skupine u odnosu na prva dva dana (3 + 0.3 drugi dan i 2.8 + 0.3 prvi dan) te je
cetvrti dan bio vrhunac napretka (5.6 + 0.3). Peti dan eksperimenta doSlo je do stagnacije u

napretku (5.9 + 0.3), (Slika 4.7.).



4.4. Test drustvenog odabira

U testu drustvenog odabira mjerili smo vrijeme provedeno u istrazivanju drugog Stakora (Slika

4.8) i vrijeme provedeno u istrazivanju predmeta (Slika 4.9).
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Slika 4.8. Vrijeme (M + SEM) koje su tijekom testa drustvenog odabira Stakori iz hipobari¢ne
(N =9 Zenki, 12 muzjaka), normobari¢ne (N =9 Zenki, 8 muzjaka) i kontrolne (N = 16 Zenki,

14 muzjaka) skupine Zivotinja proveli u istrazivanju drugog Stakora.

Spol (p = 0.3407) i tretman (p = 0.1242) nisu imali znacajan utjecaj na vrijeme provedeno u
istrazivanju drugog Stakora. Normobari¢ni Stakori su nesto viSe vremena proucavali Stakora u
odnosu na hipobari¢ne (108 + 9.8 s naspram 98 + 8.7 s) i kontrolu (108 + 9.8 s naspram 81 +
8.7 s) iako to nije bilo statisticki znacajno, stoga mozemo rec¢i da se socijabilnost nije

promijenila tretmanom (Slika 4.8.).
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Slika 4.9. Vrijeme (M £+ SEM) koje su tijekom testa drustvenog odabira Stakori iz hipobari¢ne
(N =9 Zenki, 12 muzjaka), normobari¢ne (N =9 Zenki, 8 muzjaka) i kontrolne (N = 16 Zenki,
14 muzjaka) skupine zivotinja proveli u istrazivanju drugog Stakora proveli u istrazivanju

predmeta.

Spol nije imao utjecaja na vrijeme provedeno u istrazivanju predmeta (p = 0.8558). Indikativno
(p = 0.074) postoji utjecaj tretmana, pri ¢emu Su hipobari¢ni Stakori provodili vise vremena uz
predmet u odnosu na kontrolu (14 =+ 2 s naspram 10.4 + 1.8 s), a normobari¢ni Stakori manje
od kontrole (7 + 2.2 s naspram 10.4 £ 1.8 s), (Slika 4.9.).
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5. Rasprava

Za odrzavanje normalne funkcije mozga klju¢na je dostupnost optimalne koli¢ine Kisika.
Nedostatak te esencijalne molekule inducira hipoksiju. Hipoksija je stanje smanjene koli¢ine
kisika u stanicama i tkivima, $to ima za posljedicu poremecaj u funkcioniranju organa, sustava
I stanica. S obzirom na podrijetlo mozemo razlikovati hipobari¢nu i normobari¢nu hipoksiju.
Hipobari¢na hipoksija popracena je snizenim tlakom zraka i smanjenom koli¢inom kisika,
uvjetima koje mozemo naci na visokim nadmorskim visinama, dok se normobari¢na hipoksija
javlja pri smanjenoj koli¢ini kisika 1 normalnom tlaku. Hipoksija se moZe razviti u bilo kojem
dijelu organizma, ali su njeni uéinci na stanice SZS najizraZeniji. Akutna epizoda hipoksije
moze uzrokovati inhibiciju sinapticke aktivnosti u mnogim regijama mozga. S druge strane,
kroni¢na izloZenost hipoksiji dovodi do gubitka funkcije neurona, poremecaja svijesti, teSkog
oStecenja mozga, cerebralne paralize, mentalne retardacije, epilepsije 1 drugih neurofizioloskih
poremecaja. Jasno je da posljedice hipoksije na mozak odrasle osobe mogu biti katastrofalne,
no i mozak u razvoju je iznimno osjetljiv na oksidativnu ozljedu. Hipoksija u mozgu fetusa
utjeCe na osnovnu strukturu odredenih moZzdanih stanica Sto dovodi do strukturno-
funkcionalnih abnormalnosti u SZS te moZe imati dugotrajne posljedice na mozdanu funkciju.
Ceste komplikacije uzrokovane fetalnom hipoksijom su kognitivni deficit, cerebralna paraliza,
periventrikularna leukomalacija, epilepsija, intrakranijalno krvarenje i Siroki spektar

funkcionalnih neuroloskih oste¢enja (Mallard i Vexler, 2015).

Osamdesetih godina proslog stoljeca istrazivanja u Vannuccijevom laboratoriju bila su u velikoj
mjeri usmjerena na Stakorski model metabolizma energije u mozgu (Vannucci i Vannucci,
2005). Uocen pad u koncentraciji glikogena tijekom anoksije ukazuje na njegov znacajan
doprinos u opskrbi mozga energijom (Vannucci i Vannucci, 1980). U to vrijeme, unato¢
ogromnoj potrebi za istrazivanjem patofiziologije perinatalne hipoksije 1 oSte¢enja mozga
dojencadi, nije postojao eksperimentalni model. Koriste¢i izmijenjeni Levinov model, stvoren
je prvi model neonatane hipoksije-ishemije (Vannucci i sur., 1999). Na mladuncima Stakora
sedmog postnatalnog dana provedena je ligacija karotidne arterije nakon koje je uslijedila
izloZenost sistemskoj hipoksiji (8% kisika) na temperaturi od 37 °C. Sedmog postnatalnog dana
mozak Stakora histoloski je slican onome od 32.-34. tjedna gestacije ljudskog fetusa, tj. elementi
kortikalnih neuronskih krugova imaju slojeviti raspored, germinalni matriks se aktivira, a bijela
tvar zapocinje proces mijelinizacije (Vannucci i Vannucci, 2005). Model se dokazao korisnim

za proucavanje kratkoro¢nih i dugoro¢nih uc¢inaka hipoksijsko-ishemijskog oste¢enja mozga na



motori¢ke aktivnosti, ponaSanje, incidenciju epilepti¢nih napadaja kao i na sam proces
sazrijevanja mozga. Ovaj model, kao i svi ostali animalni modeli koji koriste invazivne kirurske
metode, ima svoje negativne strane. Naime, postoje indikacije da stres uzrokovan operacijom i
anestezija utje¢u na konacne rezultate Sto ukazuje na moguc¢nost da opazena promjena nije
posljedica hipoksije ve¢ samog operacijskog zahvata. Nadalje, unato¢ $irokoj uporabi, stupanj
razvoja bijele tvari u Stakora za vrijeme HI sedmog postnatalnog dana i vrsta nastale ozljede
nisu sli¢ni onima u ljudi. lako neinvazivni modeli nisu tako Siroko koriSteni kao invazivni
modeli, imaju svoje prednosti te u nekim slucajevima mogu preciznije oponasati ozljedu
ljudskog mozga (Cui i sur., 2013). Za razliku od inavazivnih metoda, neinvazivne modele
animalne hipoksije karakterizira odsutnost ishemijske procedure. Prisutna je samo hipoksija
koja je inducirana pomoc¢u komore za deprivaciju kisika. Usporedujuci stupanj ozljede nastao
invazivnim 1 neinvazivnim metodama dosSlo se do zakljucka da je sama deprivacija kisika
dovoljna da uzrokuje oStecenja mozga sli¢na onima nakon HI. Dostupne neinvazivne metode
su raznovrsne. Kod Stakora se prenatalna hipoksija moze posti¢i smjeStanjem trudnih Stakorica
u komoru sa smanjenim sadrzajem kisika (normobari¢na komora) i postepenom zamjenom
kisika inertnim plinom. Hipoksija se takoder moze proizvesti u hipobari¢noj komori, koja
oponasa hipoksiju velike nadmorske visine. Za istrazivanje kroni¢ne intermitentne hipoksije
koristi se intermitentna komora u kojoj se izmjenjuju uvjeti normalne 1 smanjene koli¢ine
kisika. Do sada je napravljen mali broj istrazivanja koriste¢i neinvazivne metode i trenutno u
literaturi ne postoji opisan usporedni neinvazivni model dugotrajnih posljedica neonatalnom

izlaganju hipoksiji u hipobari¢noj i normobari¢noj komori.

U nasem istrazivanju Koristili smo neonatalni model hipoksije. Stakori su izlozeni hipoksi¢nim
uvjetima prvog postnatalnog dana $to ima svoje prednosti. Naime, rana postnatalna dob Stakora
odgovara pocetku treéeg tromjese¢ja gestacije ljudskog fetusa, kada su hipoksijski insulti
najceséi (Volpe, 2018). Osim toga, postnatalni tretman omogucuje razdvajanje mladunaca iz
istog legla nasumi¢no na eksperimentalnu i kontrolnu skupinu, ¢ime se eliminira eventualni
utjecaj majcinstva na ponasanje mladunaca u bihevioralnim testovima. Imaju¢i na umu veé
navedene posljedice neonatalne hipoksije na ponaSanje, kogniciju i senzomotoriku, ovim
eksperimentom htjeli smo utvrditi postoje li promjene u lokomociji, anksioznom,
eksploratornom i socijalnom ponaSanju te ucenju u odraslih Stakora izlozenih hipoksiji u
hipobari¢noj ili normobari¢noj komori dan nakon okota, kao i odgovaraju li te promjene onima

uocenima u mladunaca.



Test u otvorenom polju sveobuhvatno procjenjuje razinu lokomotorne aktivnosti kao i
nepravilnosti u ponaSanju koje mogu biti povezane s lokomocijom. Aktivnost Stakora u ovom
testu moze biti pod utjecajem niza vanjskih ¢imbenika kao §to su poremecaji kognicije,

anksioznost, cirkadijalni ritam, ali i bolest.

lako Bassan i suradnici (2006) u svom radu ukazuju na smanjenu pokretljivost hipoksi¢ne
skupine u odnosu na kontrolnu skupinu, nekoliko istrazivanja ukazuje na to da hipoksija dovodi
do hiperaktivnosti. Pojacana lokomocija moze ukazivati i na deficit u pamcéenju. Isaacson i
suradnici (1991) isticu vaznost ozljede aksona i dendrita u hipokampusu kao uzrok pojacane
hiperaktivnosti u otvorenom polju. Nigrostrijatalni dopaminergi¢ni sustav ima klju¢nu ulogu u
lokomociji pa se smatra da je pojacana lokomocija povezana s pove¢anom koli¢inom dopamina
u strijatumu i crnoj tvari. Hiperaktivnost se kompenzira s vremenom, $to ukazuje na postojanje
dodatnih faktora uz dopaminergi¢ni sustav koji su ukljuceni u regulaciji lokomocije (Cooper i
sur., 2015). Do sli¢nog zakljucka dolaze Lubics i suradnici (2005) koji navode da fetalna
hipoksija 1 postnatalna anoksija rezultiraju izvanrednom hiperaktivno$¢u koja se pojavila u
infantilnoj dobi, ali je potisnuta u odrasloj dobi. Sli¢ni rezultati dobiveni su i na modelu u nasem
laboratoriju. Tako je skupina mladunaca izloZena hipobari¢noj hipoksiji pokazivala znacajno
pojacanu lokomociju, u odrasloj dobi razlika izmedu skupina u prijedenom putu i brzini se

izgubila, a ostala je znacajna razlika jedino u broju propinjanja.

Propinjanje se definira kao promjena poloZaja tijela prilikom koje Zivotinja ustaje na straznje
noge. Mnoge Zzivotinje se spontano propinju kao odgovor na novu okolinu (glodavci,
insektivori, psi, primati). Nije joS sasvim jasan razlog zbog kojeg se Zivotinje uzdiZu na straznje
noge no postoji vise tumacenja ovog ponaSanja. Prvo tumacenje se fokusira na postojanje
pozitivne korelacije izmedu pojacane lokomocije i pojacanog propinjanja (Zimbardo, 1957).
Smatram da u naSem slucaju ovo objaSnjenje nije valjano jer nema drugih pokazatelja (brzina,
vrijeme provedeno u kretanju, prijedeni put) koji bi ukazivali na to. Drugo objasnjenje je da
propinjanje, za razliku od horizontalnog kretanja, odrazava i emocionalno stanje (Borta i
Schwarting, 2005), stoga se ono tumaci kao pokazatelj anksioznosti. Novija istrazivanja
ukazuju nato da poveznica izmedu pojacanog propinjanja u testu u otvorenom polju i ponasanja
u Stakorskom modelu anksioznosti ne postoji. Ukoliko se Zivotinje najvise propinju na rubnim
dijelovima aparature takvo ponasanje moze sugerirati i zelju za bijegom. Uoceno je i da strah
djeluje kao inhibitor propinjanja (Bual, 2015). U nasem istrazivanju nema indikacije da je
pojacano propinjanje pokazatelj anksioznosti s obzirom da u testu na plo¢i S rupama nema

promjena.



Posljednja interpretacija propinjanja povezana je sa skupljanjem podataka, mapiranjem
prostora, stvaranjem novih i nadogradnjom postojeéih prostornih mapa u hipokampusu (Burton,
i sur., 2006). Hipokampalna formacija (hipokampus, dentatni girus i subikulum) je klju¢an dio
zivéanog sustava odgovoran za propinjanje u novim okruzenjima. Propinjanje moze
potencijalno biti koristeno za skladiStenje, u¢vrs¢ivanje i dohvacanje spremljenih informacija
0 prostornom rasporedu. Intuitivno, ovaj oblik ponasanja Stakora u otvorenom polju sugerira
rutinu prikupljanja informacija s nove tocke gledista od one dobivene na razini podloge.
Vizualne, olfaktorne i auditorne informacije postaju dostupne zivotinji tijekom samostalnog
propinjanja, dok potpomognuto propinjanje (uza zid) pruza somatosenzorne podatke. NaSe
istrazivanje se nije fokusiralo na razliku izmedu potpomognutog podizanja i samostalnog
propinjanja (anksiozno ponasanje) koji u podlozi imaju drugacije genske i neuralne mehanizme
(Borta i Schwarting, 2005). U nasem istrazivanju uocili smo povecanu ucestalost propinjanja
normobari¢nih Stakora, a jo$ viSe hipobari¢nih Stakora u odnosu na kontrolu, koje se zadrzalo
do odrasle dobi. Moguce je da tretirane zivotinje imaju smanjeni kapacitet pamcenja prostora
pa se moraju ¢eS¢e uzdignuti na straznje noge kako bi zapamtile novu informaciju.

Nakon zrtvovanja, U mozgu mladunaca normobari¢nih Stakora je izmjerena razina
monoaminskih neurotransmitera te je uoc¢ena povecana koncentracija dopamina u mozdanom
deblu u odnosu na kontrolne stakore (neobjavljeni rezultati). Poznato je da hipokampus, klju¢na
struktura u procesu prostornog pamcenja, dobiva modulatorni input dopamina iz mozdanog
debla. S obzirom na promijenjene razine dopamina moguce je da je propinjanje najprije vezano

uz pamcenje i procesiranje prostora.

Testiranje na plo¢i s rupama eksperimentalna je metoda koja ima ¢estu upotrebu u mjerenju
anksioznosti i neofilije. Neofilija, odnosno sklonost prema novome, bitna je kod $takora koji
posjeduju urodenu teznju ka istrazivanju novog prostora u kojem se nadu. Na plo¢i s rupama
Stakori zabadaju glavu u rupe u podu testnog aparata, Sto predstavlja eksploratorno ponaSanje.
Zivotinje kao §to su $takori imaju prirodnu averziju prema velikom, osvjetljenom, nezasti¢enom
i potencijalno opasnom prostoru te zbog toga preferiraju rupe uz stijenke aparature (tzv. vanjske
rupe). Ponasanje Stakora pokazuje sukob izmedu sklonosti istrazivanju nove okoline i straha od
iste. Povecana anksioznost rezultira smanjenom lokomocijom i manjem broju posjeta
unutarnjim rupama (Geyer i sur., 2012). S druge strane, neofobija, strah od novoga, prirodena
je u Stakora i stiti ih od moguc¢ih nepovoljnih posljedica znatizelje. Geyer i suradnici (2012)
primjecuju da hipoksi¢ni Stakori velikom brzinom pronalaze sigurnost uz stijenku aparature,

dok kontrolni Stakori ostaju u sredistu gdje su i ostavljeni. Normobari¢ni Stakori pokazuju vecu



nevoljkost istrazivanja nove okoline s obzirom na kontrolu (Alvarez i sur., 2017). U nasem
istrazivanju, normobari¢ni mladunci pokazivali su smanjenu, a hipobari¢ni mladunci povecanu
razinu eksploratornog ponaSanja, no te su se razlike u odrasloj dobi izgubile, Sto znaci da

tijekom sazrijevanja dolazi do kompenzacije sustava koji reguliraju ovaj aspekt ponasanja.

Rezultati dobiveni u nasem istrazivanju takoder pokazuju znacajnu razliku u ukupno prijedenoj
udaljenosti, vremenu provedenom u kretanju i brzini te ukupnom broju posjecenih rupa s
obzirom na spol. Naime, zenke Stakora prosle su vecu udaljenost te su se kretale duze i
dvostruko brze, a posjetile su i veci broj rupa, Sto ukazuje na povecanu lokomotornu i
eksploratornu aktivnost, kako u mladunackoj, tako i u odrasloj dobi. To ukazuje na mogucu
ulogu spolnih hormona u regulaciji neuronskih krugova koji posreduju kretanje i/ili

eksploraciju.

Tretirane skupine zivotinja nisu se razlikovale od kontrolne skupine u postotku posjecenosti
unutarnjih rupa, niti kao mladunci, niti kao odrasle jedinke, $to ukazuje na nepromijenjenu

razinu anksioznosti. Razlike takoder nije bilo ni medu spolovima.

T-labirint je test kojim se ispituje prostorno ucenje i radna memorija Stakora. Ovaj test se temelji
na jednostavnoj poveznici da kada je odgovor nagraden, postoji tendencija za njegovim
ponavljanjem. Istrazivanje u Morrisovom vodenom labirintu pokazuje da Stakori izlozeni
kroni¢noj hipoksiji ne pokazuju razliku u u¢enju u odnosu na kontrolu (Bitar i sur., 2005), dok
druga istrazivanja ukazuju na znacajne poteskoce u pamcenju pozicije hrane kod hipoksi¢nih
Stakora (Alvarez i sur., 2017). Poteskote u prostornom pamcenju mogle bi se pripisati
neurokemijskim promjenama kolinergi¢nih neurona u hipokampusu (Nyakas i sur., 1995).
Rezultati dobiveni u naSem istrazivanju ne ukazuju na razliku u spolu i tretmanu, ali je uocena
razlika u sposobnosti pamcenja mladih i odraslih Stakora. S vremenom se broj to¢nih odabira
povecavao u obje dobne skupine no kod odraslih $takora dolazi do stagnacije i ¢etvrti dan oni

dosezu maksimum, dok mlade zivotinje peti dan pamte bolje nego Cetvrti.

Test drustvenog odabira fokusira se na odabir socijalne interakcije nad istrazivanjem nezivog
predmeta. U literaturi je objavljeno da su Stakori izloZeni normobari¢noj neonatalnoj hipoksiji
pojacano istrazivali predmet. Iako suptilna, ova promjena u ponasanju ukazuje na to da
hipoksija moZe imati klju¢nu ulogu u razvitku socijalnog povlacenja i neofobije koji su
uobicajeni simptomi pronadeni u shizofreniji i autizmu (Adriani i sur., 2004). U nasem
istrazivanju nije uocena razlika medu spolovima u vremenu provedenom u istraZivanju

predmeta. lako hipobari¢ni Stakori provode vise vremena s predmetom u odnosu na kontrolu, a



normobari¢ni manje od kontrole, Sto moZe eventualno ukazivati na prisutnost razlicitih
mehanizama u normobari¢noj, odnosno hipobari¢noj hipoksiji, razlika u obje skupine u odnosu

na kontrolu nije bila znacajna.

Rezultati ovog rada ukazuju na to da se neke promjene u ponaSanju, nastale kao posljedica
izlozenosti mozga u razvoju smanjenim koncentracijama kisika, kompenziraju tijekom
odrastanja, dok druge ostaju (dugo)trajno prisutne. Jo$ uvijek smo daleko od potpunog
razumijevanja svih ¢imbenika koji oblikuju individualni razvoj postnatalno. Potrebna su daljnja
istrazivanja prenatalne i neonatalne hipoksije koja ¢e omoguciti dublji uvid u mehanizme
ozlijede. Stoga bi se istrazivanja moderne perinatalne medicine trebala temeljiti na pronalaZenju
novih kvalitetnih dijagnostickih testova i novih preventivnih strategija kako bi se omogucila
rana dijagnoza potencijalno ugrozenih fetusa i time preveniralo osteenje mozga i njegove

dugoro¢ne posljedice na zdravlje djeteta.



6. Zakljucak

Rezultati ovog rada ukazuju na to da se neke promjene u ponasanju, nastale kao posljedica
izlozenosti mozga u razvoju smanjenim koncentracijama kisika, kompenziraju tijekom

odrastanja, dok druge ostaju (dugo)trajno prisutne:

1. Znacajne razlike u lokomociji i eksploratornom ponasanju, koje su uocene u skupini
hipoksi¢nih mladunaca, u odnosu na kontrolnu skupinu, nisu se zadrzale u odrasloj dobi.
Pretpostavljamo da je tijekom odrastanja doslo do kompenzacije sustava koji reguliraju ovaj

aspekt ponasanja.

2. Znacajno povecani broj propinjanja, koji je uocen u skupinama hipoksi¢énih mladunaca u
odnosu na kontrolnu skupinu, zadrzao se 1 u odrasloj dobi. Moguce je da je uocena pojava

vezana uz pamcenje i procesiranje prostora posredovano dopaminom.

3. Izmedu hipoksi¢nih i kontrolne skupine nije uocena razlika u ucenju te u anksioznom i

druStvenom ponaSanju niti u mladunackoj, niti u odrasloj dobi.

4. Zenke su zadrzale zna¢ajno poveéan stupanj lokomocije i eksploratornog ponasanja u odnosu
na muzjake i u odrasloj dobi, $to ukazuje na mogucu ulogu spolnih hormona u regulaciji

neuronskih krugova koji posreduju kretanje i/ili eksploraciju.
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