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1. Uvod

Neuroni su osnovne funkcionalne jedinice ziv€anog sustava Zivog svijeta. Neuroni nastaju u
ventrikularnoj zoni neuralne cijevi koja se formira iz neuroektoderma. Nakon proliferacije,
nezrele stanice — neuroblasti, migriraju na krajnje odredisSte. Migracija je pracena reverzibilnim
dodavanjem polisijalizirane kiseline (PSA) na neuronske adhezijeske molekule (NCAM) $to
povecava negativni naboj stanice te omogucéava kretanje i smjestanje (Gascon i sur. 2007,
Nieuwenhuys i sur. 1998). Ribe, posebice prave kostunjaCe (Teleostea) imaju brojne regije
mozga u kojima se odvija neurogeneza (Seki i sur. 2011). Prilagodbe razliCitim ekoloskim
niSama, vidljive su u gradi tijela i organa. Opticki tektum je mjesto integracije vidnih, njusnih,
okusnih i somatosenzori¢kih signala (Nieuwenhuys i sur. 1998).

Plasti€nost mozga riba pojavljuje se kao odgovor na osjetilne podrazaje iz ekoloSke niSe koju
nastanjuju (Kihslinger i sur. 2006). NCAM je molekula koja pridonosi plasticnosti mozga te
sudjeluje u stvaranju stabilne veze izmedu stanica. Reorganizacija mozga stabilizacijom i
destabilizacijom neuronskih veza ovisi o sijaliziranom i nesijaliziranom NCAM-u. Nesijalizirana
NCAM predstavlja ¢vrstu povezanost medu stanicama i fiksnost u njihovom prostornom
odnosu. PSA lanac koji se dodaje na NCAM reducira stabilnost dopustajuci tako dinamicne
promjene u medumembranskom kontaktu. Prisutnost PSA-NCAM dovodi do slabljenja i
gubitka medumembranskih veza, oznacuju¢i promjene u medustanicnoj interakciji tako

pospjesujuci plastiCnost tektuma.

1.1. Evolucija i sistematika riba

Ribe Cine veliku grupu unutar pet koljena kraljeznjaka i bitan su ¢imbenik kako u modernoj
ekologiji, tako i u evolucijskoj povijesti. Sistematika klasificira pet redova riba. Ribe
predstavljaju evolucijski vrlo uspjeSnu grupu kraljeznjaka, brojne su i dobro prilagodene
okoliSu u kojemu zive (Freyhof 2009). Mogu se pronaci u gotovo svakom vodenom stanistu
(Shu i sur. 2003). Ribe su prvi kraljeznjaci koji su pronadeni u fosilnim zapisima te su
okosnica svim kopnenim kraljeZnjacima, odnosno tetrapodama (Kardong 2006). Gotovo sve
moderne ribe vecinom pripadaju dvama razredima kostunjaca (Osteichthyes) i hrskavi¢njaca

(Chondrichthyes), od kojih su prve brojnije. Najstariji fosilni pronalasci kostunjaca datiraju iz



perioda kasnog silura (450 mlijuna godina, Paleozoik). U prijelaznom periodu silura i devona
(420 milijuna godina, Paleozoik) je najranije potvrdeno razdvajanje na dva podrazreda:
nosnoprolaznice (Sarcopterygii) i zrakoperke (Actinopterigii) (Zhu i sur. 2009). Zrakoperke
obuhvacaju oko 32 000 vrsta, od ¢ega oko 26 000 vrsta pripada nadredu pravih kostunjaca
(Sallan 2014). KostunjaCe sacCinjavaju viSe od 90% ukupnih vrsta riba (Treer i sur. 1995).
Evoluirale su sredinom mezozoika i dozivjele nagli razvoj, poprimajuci oblike Ciji su se temelji
zadrzali do danas (Kardong 2006). Nekoliko ¢imbenika je utjecalo na nagli razvoj; jedan su
prazne ekoloSke niSe pogodne za zivot i razmnozavanje, drugo je udvostruenje genoma te
usmjeravanje prema kompetitivnoj strategiji s mnogo potomaka i velikom raznolikos¢u
nastalom iz toga (Ohno 1970). Udvostru€enje genoma dovodi do udvostru€enja genetske
informacije. Ovo omogucuje pojavu mutacija koje za posljedicu imaju neofunkcionalizaciju §to
potencira stvaranje novih vrsta prilagodenijh okoliSu (Volff 2004). Takoder, udvostruCenje
genoma i divergentna evolucija vodi u nesparivost medu vrstama i sterilnost hibrida. Mobilni
elementi genoma su posebice aktivni u razdoblju mejoze, Sto dodatno rezultira varijacijama
(Volff 2004). Tijekom evolucije, geni su podlozni udvostruéenju. Ona moze pogoditi samo
jedan set gena, nekoliko gena, kromosoma ili cijeli genom te posljedicno odvesti u poliploidiju.
Poliploidija se postize nerazdvajanjem kromosoma u mejozi, bilo u oCevoj ili maj€inoj liniji.
Poliploidija se takoder postize udvostru€enjem seta gena tjelesnih stanica odrasle jedinke Sto
nije nasljedna mutacija ili udvostruCenjem seta gena embrija Sto je nasljedna mutacija.
(Glasauer i Neuhauss 2014). UdvostruCenje genoma rezultira utiSanjem jednog seta gena,
dok drugi set gena ostaje aktivan. UtiSani geni su podlozni mutacijama viSe nego aktivni.
Nakupljanjem dovoljno promjena u genima mogu se oformiti novi funkcionalni geni ili dovesti
do neodrzivosti populacije koja ima dominantan mutiran gen (Otto 2007). Posljednja
mogucnost jest neutralna mutacija koja rezultira povecanom genskom raznolikoS¢u unutar
pojedine populacije. Analizom genoma, pojedinih gena i njihovih lokusa postalo je jasno da su
nagloj evoluciji kraljeznjaka prethodile dva udvostru¢enja gena (Cafestro i sur. 2013).
Analizom genoma pravih koStunjaca utvrdena je dodatno udvostruCenje gena koje je
specificno samo za njih (Canestro i sur. 2013). Ekoloski pritisak medu vrstama i kompeticija
za smjeStanjem u ekolosSke niSe zahtijevale su inovativnost u prilagodbama organa, izgleda
tijela, osjetilnih sustava, u konacnici prilagodbu morfologije mozga. Morfologija mozga je

uvelike odgovorna za ponasanje unutar ekoloSke niSe koju zauzimaju (Ito i sur. 2007). Velika



plastiChost mozga klju¢ je prilagodbi na raznolike ekoloSke niSe jer omogucuju brzu

prilagodbu novonastalim uvjetima, uCinkovito izbjegavanje predatora i hvatanje plijena.

1.2. Biologija istrazivanih vrsta

1.2.1 Danio rerio — zebrica

Zebrica (Danio rerio) je mali pripadnik porodice Saranki (Cyprinidae). lzvorno stanisSte su
poplavne doline rijeka Indijskog podkontinenta. Spori tok vode i pli¢ak mjesta su grupiranja i
parenja. Tijelo je lateralno spljoSteno a uzgojne jedinke ne prelaze 40 mm. Donja Celjust je
dulja od gornje, i ima par brkova. Ima tri do pet longitudinalnih Sara po tijelu, sa slicnim
uzorkom na analnoj peraji. Muzjaci i zenke su sli¢nih Sara, gdje pak muZjaci dominiraju u
veli€ini analne peraje i koli€ini Zutog pigmenta (Spence i sur. 2008). Zebrice su omnivori,
hrane se zooplanktonom, insektima, nitastim algama i biljnim materijalom. Akvarijske jedinke
rastu nekoliko puta brze od onih u prirodi. Muzjaci su teritorijalni $to dovodi do kompeticije za
Zenke i selekcijskog pritiska. Drustvenost je urodeno svojstvo kod zebrica i manifestira se
zdruZivanjem u plove, ako odrastaju odvojene od ostalih jedinki, udruzit ¢e se u plove s
drugim sliénim vrstama poput gupija Poecilia reticulatia. Njuh je jedno od glavnih nacina
raspoznavanja vrste i roda. Mehanizam njusne selekcije nije jo$ uvijek poznat. Zebrice
preferiraju mracnije prostore, vjerojatno kao rezultat izbjegavanja predacije. Takoder, ovaj
podatak bi se mogao iskoristiti u dizajniranju kasnijih eksperimenata ponasanja (Serra i sur.
1999). Zebrice su vazni modelni organizmi u medicini i razvojnoj genetici zbog male veli€ine,
velike stope razmnozavanja i kartiranog genoma. Sve navedeno omogucuje relativno
jednostavnu maipulaciju samim organizmom kao modelom i stvaranjem velikog broja

varijacija (Spence i sur. 2008).
1.2.2 Cyprinus carpio - Saran
Saran Cyprinus carpio je slatkovodna vrsta rasprostranjena u eutrofnim vodama Europe i

Azije. Pripada porodici Saranki (Cyprinidae). Prirodna rasprostranjenost pokriva velike

povrSine Euroazije, posebice u sporim rijekama, jezerima, rukavcima i meandrima s



muljevitom podlogom (Dadebo i sur. 2015). Prirodno staniSte Sarana je ogranieno na
relativno malo podrucje dunavskog sliva. Duz rijeka ga se moze naci u srednjem i donjem
dijelu toka, na plitkim mjestima rijeke. Tolerira do 5 %o soli u vodi i mozZe se pronaci u
braki€¢nim vodama, iako mu to nije preferirano staniSte. Osim povecanog saliniteta, tolerira i
niske koncentracije kisika u vodi. Sve ovo omogucuje Saranu prezivljavanje u razlicitim
uvjetima i stanistima (Vandeputte 2003). Moze narasti do 1.5 metara duzine i 40 kg mase.
Spolno dvoli¢je je izrazeno tek u vrijeme mrijesta, kada muzjaci dobiju oroznjela uzdignuéa na
glavi, trupu i perajama. Usta imaju pokretne gubice i dva para brkova. Pokriveni su cikloidnim
ljuskama po cijelom tijelu s dugom lednom perajom (Bogut i sur. 2006). Saran je omnivorna
vrsta, s velikom zastupljenoS¢u bentoskih organizama u prehrani, poput vodenih kukaca i
njihovih li€inki, koluticavaca, mekuSaca i zooplanktona. Kopanjem po dnu i muljarenjem hrani
se prikrivenim Zivotinjama u bentosu. Saran je drustvena riba koja formira manje plove s
izuzetkom velikih odraslih matica koje Zive solitarno. Aktivan je tokom dana i predvecer
(Kottelat i Freyhof 2007).

1.2.3. Oncorhynchus mykiss — duziCasta pastrva

Duzi¢asta pastrva (Oncorhynchus mykiss) je slatkovodna vrsta koja pripada porodici lososki
(Salmonidae). KarakteristiCan je predstavnik gornjih tokova rijeka i izvora, hladnih oligo i
mezotrofnih jezera, koji joj predstavljaju i glavno staniSte. Prirodno je rasprostranjena u
Sjevernoj Americi, dok je u Europi doneSena kao alternativa potoénoj pastrvi (Bogut i sur.
2006). Ovisno o genetiCoj podlozi, razvojnom stadiju i starosti jedinke, duziCasta pastrva ¢e
boraviti u svim vodenim staniStima duz toka rijeke. Preferira kameni supstrat s ponekim
podvodnim deblima i vodenom vegetacijom. MozZe narasti do 1 m i teziti oko 6 kg (Bogut i sur.
2006). Muzjaci imaju zaSiljenu glavu, a Zenke zaobljenu. Ledna peraja je kratka u odnosu na
tijelo (Bogut i sur. 2006). Ima velike zahtjeve za kisikom i teSko podnosi porast temperature.
Prehrana je raznolika i sastoji se od malih kukaca, liinki kukaca, pijavica kolutiCavaca i
rakova, kojih ima ponajviSe u obalnoj vegetaciji. Vrlo je oportunistiCka vrsta. DuziCasta pastrva
je drustvena vrsta sa utvrdenom hijerarhijom unutar plove (Petrauskiene 1996.). Najaktivnija
je danju kada se i u vecini sluajeva hrani, vrlo rijetko prevecer i nikada no¢u (Boujard i

Leatherland 1992). Zbog jednostavnosti uzgoja, relativne dostupnosti i tjelesne veliine koristi



se kao modelni organizam za razliCita toksikoloSka i fizioloSka istazivanja (Bassity i Clark
2012, Petrauskiene 1996.).

1.2.4. Esox lucius — Stuka

Stuka (Esox lucius) je slatkovodna vrsta koja pripada porodici $tuka (Esocidae).
Rasprostanjena je cirkumpolarno u Sjevernoj Americi i Euroaziji (Bogut i sur. 2006).
Izduzenog je tijela, s izmjeStenim lednim i analnim perajama, Sto joj omogucuje relativho
velika ubrzanja (Harvey i sur. 2009). Preferira priobalni pojas do 4 metra dubine, mezotrofnih
do eutrofnih vodenih ekosustava. Moze se pronaéi u sporim dijelovima rijeka, rukavcima i
jezerima bogatih vegetacijom. Tolerira i brakiénu vodu u kojoj moze obitavati. Odreden dio
populacije se mrijesti u brakicnim vodama Baltika, a dio migrira uzvodno u rijeke (Larsson i
sur. 2015). Imaju 5 osjetilnih jamica na svakoj strani donje Celjusti i nastavak su bo¢ne pruge.
Celjust je oblo oblikovana te moze imati i do 700 zuba. Cijelo tijelo je prekriveno cikloidnim
ljuskama, specificnog zelenog obojenja s tockastim Sarama. OCi su vrlo pokretne (Harvey i
sur. 2009). Navedene osobine i preferencija staniSta ukazuju na predatorsku vrstu, koja
napada iz tajnosti te je iznimni vizualni predator (Larsson i sur. 2015). Velike jedinke, koje
nemaju pravih predatora, otvoreno se krecu u lovu na plove riba. Kada je drugih ribljih vrsta
malo, hrane se oportunisticki drugim kraljeznjacima ili beskraljeznjacima. KanibalistiCko
ponasanje je takoder prisutno i vrlo izrazeno pri nedostatku hrane (Harvey i sur. 2009).
Aktivne su danju i predvecer, vrlo rijetko nocu (Cook i Bergersen 1988). Kao modelni

organizmi koriste se u toksikoloSkim istrazivanjima bioakumulacije antropogenih zagadivala.

1.2.5. Sander lucioperca — smud

Smud (Sander Iucioperca) je slatkovodna, nemigriraju¢a riba, pripada porodici grgecki
(Percidae). Prosjec¢ne je veliine 130 cm i oko 20 kg mase. Vretenastog je tijela i prilagoden je
brzim kretanjima i napadima poput Stuke. Ima dvije ledne peraje, od kojih prva ima tvrde
Zbice, a druga ima meke (Lappalainen i sur. 2003). Sivo zelene je boje sa Zuckastim trbuhom
te boc¢no ima 8 do 12 okomitih pruga dobro se uklapajuci u okolis. Kao i kod Stuke u

Celjustima se nalazi veliki broj zuba (Bogut i sur. 2006). Moze se pronaci kako u zamucenim,



tako i u Ccistim vodama. Unutar pogodnog stanista, ovisno o sezoni, koriste razliCita
mikrostanista koja im omogucuju najbolju predaciju (Argillier i sur. 2012). Braki¢ne vode ne
podnosi dobro (Argillier i sur. 2012). Kasnu aktivnost i lov u zamuc¢enoj vodi mu omogucuje
sloj retine tapetum lucidum. Ima ulogu u pojacavanju intenziteta svjetlosti u mra¢nim uvjetima,
stavljaju¢i ga u prednost nad plijenom (Poulet i sur. 2005, Ranaker i sur. 2014).
Krepuskularan je predator, odnosno najaktivniji u sumrak (Poulet i sur. 2005). Smud je vrlo
agresivna, primarno piscivorna vrsta, koja ne bira hranu, sa izrazenim kanibalizmom. Ima

suprotnu tehniku lova od Stuke, odnosno lovi aktivno (Ranaker i sur. 2014).

1.2.6. Silurus glanis — som

Som (Silurus glanis) je slatkovodna vrsta u porodici somova (Siluridae). Prirodna staniSta su
dunavski sliv, sliv rijeke Rajne, Volge, Dnjepara. Moze narasti do 5 metara i 300 kg tjelesne
mase. Nema ljuske, vec je koza zadebljala s brojnim Zljezdama (Bogut i sur. 2006). Ima dobro
razvijenu bo¢nu prugu. Glava je dorzoventralno spljoStena. Na gornjoj Celjusti je jedan par
pokretnih brkova za osjet okusa. Na donjoj Celjusti, koja prelazi gornju, se nalaze dva para
brkolikih izraslina (Copp i sur. 2009). ZadrZzava se u zonama niske brzine kretanja vode. Zbog
velike koncentracije hemoglobina zahtjevi za kisikom su relativno mali i dobro podnosi
organska oneciScenja voda. Podnosi slabo boCate vode i moze ga se nadi na us¢ima rijeka
(Massabuau i Forgue 1995). Osim usne Supljine, som posjeduje okusne stanice na usnama,
brkovima, kozi glave i tijela te moze osjetit slatko, gorko, kiselo i slano. Takoder, posjeduje
njusne vrecice velike povrsine s receptorima (Malyukina i Martem’yanov 1981). Njuh je glavni
nacin traganja i otkrivanja plijena. Som je, isto tako, elektroceptivna riba (Bretschneider 1974)
i posjeduje dobar sluh pod vodom. Svi nevizualni nacCini traganja za plijenom su rezultat
prilagodbe Zivotu u mutnoj vodi. Posljedi¢no je doslo do smanjenja veli€ine oc€iju i ograni¢enja
njihove iskoristivosti pod vodom. Glavninu ishrane mu sacinjavaju Saranke, ponekad se mogu
pronaci Stuke i grgecCi u utrobi. Lovi naj¢es¢e nocu, kada je plijen u nemogucnosti pobjeci
(Copp i sur. 2009).

1.2.7. Anguilla anguilla - jegulja

Jegulja (Anguilla anguilla) je katadromna vrsta koja spada u porodicu jegulja (Anguillidae).
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Ima zmijoliko tijelo prekriveno sitnim ljuskama. Glava je klinastog oblika, s terminalnim ustima,
a trbusne peraje nedostaju. Ima karakteristiCnu dificerkalnu repnu peraju (Bogut i sur. 2006,
Jacoby i Gollock 2014). Zenke su nekoliko puta veée od muzjaka i mogu dosec¢i 150 cm i 6 kg
tielesne mase. Jegulje migriraju u Sargasko more na parenje. Nakon parenja razvijaju se
leptocefalne liCinke, koje potom noSene golfskom stujom migriraju prema europskom kopnu.
Priblizavanjem kopnu, li€inke padaju na dno i prestaju s hranjenjem, metamorfoziraju se u
oblik staklaste jegulje, koje poc€inju uzimati hranu i dobivati pigmente. Staklaste jegulje
migriraju dalje u kopno kroz rijeCna usc¢a. U braki¢nim vodama se zadrzavaju muzjaci, a
dublje u kontinent migriraju Zenke. Tu se razvijaju u zuti stadij jegulje i dobivaju na masi.
Netom prije migracije doZivljavaju posljednji probrazaj u srebrnu formu. Prehrana im je
raznolika i sastoji se od rakova, mnogocetinasa, kolutiCavaca i manijih riba (Deelder 1984,
Jacoby i Gollock 2014). Dok su u rijekama, jegulje su primarno no¢ni lovci, dok se preko

dana skrivaju u prioblanoj vegetaciji (Bogut i sur. 2006).
1.3. Anatomska grada mozga pravih kostunjaca

TipiCne znaCajke mozga kostunjaca su veliki straznji mozak (rhombencephalon- rhom), veliki
neparni mali mozak (cerebellum - cbl), izrazen parni opticki tektum (tectum opticum- tect)
smjeStene dorzalno na tegmentumu (fegmentum — teg) srednjeg mozga (mesencephalon —
mes) i medumozak (diencephalon — dien), veliki parni inferiorni reZanj hipotalamusa koji je
ispupcen na ventralnoj povrsini mozga, razmjerno mali i izvuceni krajnji mozak (telencefalon —
tel), te relativno velike njusne lukovice (bulbus olfactorius — bol). Specificno kod Sarana i
soma se mogu pronaci joS dvije strukture; vagalni rezanj (lobus vagus) i licni rezanj (lobus
facialis) (Nieuwenhuys i sur. 1998). Prednji mozak je dobro razvijen u odnosu na ostale
dijelove mozga kod Cyprinus carpio, Danio rerio, Anguilla anguilla i Onchorincus mykiss.
Njusna lukovica prima ulazni signal iz njusnog epitela. Kod pravih koStunjaca njusne lukovice
mogu biti povezane sa telencefalonom ili se nastavljaju na njusni traCak (tractus olfactorius)
(Nieuwenhuys i sur. 1998). Za razliku od sisavaca, srednji mozak zrakoperki nije pokriven
hemisferama krajnjeg mozga ve¢ se lateralno izboCuje iza krajnjeg mozga i veliCinom
nadmasuje krajnji mozak. Krov srednjeg mozga €ini vidni korteks (tectum), parna struktura od
sedam slojeva (stratum marginale, stratum opticum, stratum fibrosum et griseum superficiale,

stratum griseum centrale unutarnji pleksiformni sloj, stratum griseum centrale duboki sloj,



stratum album centrale, stratum periventriculare) unutar koje su veliki ventrikuli srednjeg
mozga (Nieuwenhuys i sur. 1998, Zupanc 2006). Stratum marginale (sm) sacinjen od
nemijeliniziranih paralelnih vlakana podrijetlom iz torus longitudinalis. Stratum opticum (so), u
koji neuroni retine projiciraju aksone koji se dalje prespajaju u stratum fibrosum et griseum
supetficiale (sfgs). SredisSnji sloj tektuma je saCinjen od stratum griseum centrale (sgc) koji se
moze podijeliti na vanjski - pleksiformni dio (sfgc-ip) i unutarnji s brojnim aksonima
dendritima i tijelima neurona. Potom slijedi stratum album centrale (sac) sa brojnim tektalnim i
izlaznim vlaknima, te jezgrama viSepolarnih tektalnih stanica. Posljednji sloj je stratum
periventriculare (sp) graden od gusto zbijenih jednopolarnih neurona koji imaju aksone i
dendrite u viSim slojevima tektuma. Karakteristika sinapsi aksona retine s neuronima u so i
sfgs je da su glutaminergi¢ne ekscitatorne sinapse koje su povezuju s neuronima u stratum
periventriculare preko dendritnih ogranaka (Kinoshita i sur. 2005). Ove sinapse se potom
spajaju na ogranke periventrikularnih interneurona (PVIN) koji sadrZze povrSinske dendrite,
aksonsko stablo unutar tektuma i tijelo u SPV. PVIN posreduju vertiklanom protoku
depolarizacijskog signala putem dendrita, kao odgovor na male vidne podrazaje aktivirajuci
drugi set periventrikularnin neurona — projekcijskog tipa koji zatim Salju signal u motoriCke
centre. Ovako se ostvaruje integracija vidnog podrazaja i motorickog odgovora (Nevin i sur
2010.). Torus longitudinalis je specificha tvorevima srednjeg mozga, usko je povezana sa
optékim tektumom, karakteristiCha za zrakoperke, i sluzi koordinaciji i integraciji pokreta ociju
sa pokretima tijela. Stratum marginale je u direktnoj vezi sa torus longitudinalisom Kkoji
kontrolira o€ne sakade (ventrolateralni dio) u manjoj mjeri, a u vecoj mjeri zamjecuje sjene
(dorzomedijalni dio) te njihovu promjenu u okoliSu (Farrell 2011). Som i Saran, u odnosu na
ostale ispitivane vrste, imaju slabije razvijenu ovu strukturu. Mali mozak (cerebellum) je
najrostralnija tvorevina straznjeg mozga. Kod pravih kosStunjaCa graden je iz tri dijela.
Kaudalno je vestibulolateralna regija. SrediSnje je smjesteno tijelo malo mozga koji je neparna
struktura iza mezencefalicnog tektuma. Rostralno ispod mezencefalicnog tektuma u ventrikul
je smjesStencebelarni zalistak (valvula cerebelli). Rostralni dio straznjeg mozga posjeduje
dodatne uocljive reznjeve poput facijalnog, glosofaringealnog i vagalnog. Njihova funkcija je
fino razlu€ivanje signala iz okusnih pupoljaka lica (facijalni rezanj), unutrasnjosti usne Supljine
(glosofarengijalni rezanj) i palatalnog organa (vagalni rezanj). Navedene reznjeve imaju samo

som i Saran, takoder se razlikuju po polozaju njusnih lukovica koje su isturene naprijed i



povezane sa telencefalonom preko njusnog tracka, ostale istrazivane vrste imaju prisjedne
njusne lukovice uz telencefalon (Nieuwenhuys i sur. 1998). Jegulja ima od svih promatranih
vrsta najveéi telencefalon u odnosu na opti¢ki tektum, a Stuka najmanji. Som ima relativno
mali opticki tektum u odnosu na ostale strukture, i usporedivSi ga s drugim vrstama Ciji opticki

tektumi zauzimaju znacajni volumen mozga (Nieuwenhuys i sur. 1998).
1.4. Migracija i diferencijacija neurona, uloga PSA-NCAM molekula

Neuronska adhezijska stanicna molekula (NCAM) je membranski vezan glikoprotein koji sluZi
kao receptor i ligand pri stvaranju medustani¢nih veza. Otkrivena je i definirana kao
glikoprotein prije 40 godina (Gascon i sur. 2007). U medusobne interakcije stupa na dva
nacina; s NCAM molekulama koje se nalaze na membrani iste stanice (cis interakcije) ili s
NCAM molekulama na membrani susjedne stanice (frans interakcije). Ekspresija je do sada
pronadena u neuroepitelnim, glijalnim i miSiénim stanicama. Takoder je kljuna u navodenju
rasta aksona u SZS (Gascon i sur. 2007). Postoje tri glavne izoforme: NCAM-120, NCAM-
140, NCAM-180 (broj oznaCava relativnu masu molekule). Strukturno gledano pripada
nadporodici imunoglubulina (ima 5 izvanstani¢nih Ig domena i dvije fibronektinske, FNIII) te je
integrirani membranski protein s jednim polipeptidnim lancem (Gascon i sur. 2007). Razlicite
domene imaju razliCite uloge, pa su tako lg domene ukljuCene u medusobno povezivanje
(Retzler i sur. 1996, Silver i Rutishauser 1984), a FNIII domene u signalizaciji rasta neurona.
NCAM-120 usidren je u stanicnu membranu preko glikozilfosfatidilinozitolnog (GPI)
membranskog sidra, dok su NCAM-140 i NCAM-180 transmembranski proteini koji imaju
citoplazmatske domene razliCitih duzina. lzvanstaniCcne domene mogu reagirati s drugim
proteinima izvanstanicnog matriksa poput fosfana ili neurokana (Cole i Glaser 1986).
Glijalni neurotrofni faktor (GDNF) poti¢e prezivljavanje i utjeCe na proliferaciju, migraciju i
diferencijaciju neurona u srediSnjem i perifernom ziv€anom sustavu. Signal se potom dalje
prenosi vezivanjem glijalnog neurotrofnog faktora na GDNF receptor a (GFRa). Aktivirani
GFRa aktivira receptor tirozin kinaze (Ret) Sto predstavlja glavni put signaliziranja GDNF-a
(Paratcha i sur. 2003). Signal ¢e se prenijeti u stanicu neovisno o glavhom putu aktivacije
spajanjem GFRa i NCAM-a (Paratcha i sur. 2003).

Od dglikozilacijskih modifikacija NCAM-a, jedna od najvaznijih je dodavanje polisijalinske

kiseline (PSA) koja je linearni homopolimer a-2,8 povezanih sijalinskih kiselina. PSA moze biti



gradena od 50 — 100 monomernih jedinica koje sacCinjavaju lanac. PSA donosi molekuli
negativni naboj koji dodatno povecava vodeni plast molekule, a ovo onemogucuje cis
interakcije NCAM-a te onemogucuije ili ometa stani¢no povezivanje. Oslabljene medustanic¢ne
veze omogucuju migraciju stanica (Kiss i Rougon 1997). Dodavanje PSA na NCAM je strogo
reguliran proces i vrhunac doseze u ranim razvojnim stadijima. Diferencijacijom tkiva i
razvojem organizma dolazi do odcjepljivanja PSA i ve¢ina NCAM molekula odraslog
organizma nije polisijalizirano.

U smislu plastiCnosti mozga tri su glavne uloge PSA — NCAM: migracija neurona, stvaranje
sinapsi, navodenje aksona. Neurogeneza u odraslom mozgu se relativno nedavno pocela
intenzivnije proucavati zbog nedostatka uvijerljivih i nepobitnih dokaza (Zupanc 1992, Gage
2002). Brojna istrazivanja pokazala su da je sposobnost stvaranja novih neurona u SZS
sisavaca ograni¢ena na dvije regije: prednji dio subventrikularne zone lateralnog ventrikula
odakle neuroni odlaze u njudne lukovice i diferenciraju, i u subgranularnoj zoni dentatnog
girusa odakle neuroni migriraju u granularni sloj hipokampusa i tamo dozrijevaju. Regije u
kojima se odvija migracija i diferencijacija neurona zadrzavaju visok stupanje ekspresije PSA-
NCAM-a (Grandel i sur. 2006a, Kizil i sur. 2012). Prave koStunjaCe imaju dobro definirana
podrucja proliferacije neurona tzv. proliferacijske zone. Veéina neurona kod Danio rerio i A.
leptorhynchus odrasle dobi nastaje proliferacijom u molekularnom sloju tijela i valvule malog
mozga i migrira u granularni sloj gdje se diferenciraju u granularne neurone (Zupanc 2008a).
Polovica ostaje aktivha tjekom Zivota ribe, a druga polovica umire apoptozom (Seki i sur.
2011). U optickom tektumu nove stanice dijele se primarno u kaudalnom polu. Obrazac
kaudalnog pola opti¢kog tektuma je opisan kod zlatnog karasa (Carassius auratus), zebrice
(Dannio rerio), komarCe (Sparus aurata) i koljuSke (Gasterosteus aculeatus) (Seki i sur.
2011). Sli¢ni raspored odrasle proliferacije mati¢nih stanica kod ovih taksonomski i evolucijski
relativno udaljenih vrsta ukazuje na uniformnost niSe namijenjene mati¢nim stanicama u
optickom tektumu mozga riba, a koja je o€uvana neovisno o stupnju koristenja vida kao izvora
informacija (Seki i sur. 2011). Nakon proliferacije postmitoticke stanice migriraju vodene
radijalnom glijom koja stvara migratorni put u svim podjedinicama malog mozga riba (Zupanc
i sur. 2012). Uklanjanjem PSA enzimom Endo-N dolazi do zaustavljanja migracije i prerane
diferencijacije neruoblasta te se smanjuje ukupan broj novonastalih neurona. Nedostatak

PSA-NCAM ili NCAM-a ne utjeCe na mitozu, ve¢ povecava vjerojatnost preuranjene smrti
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neurona (Gascon i sur. 2007). Funkcionalni zna¢aj PSA na NCAM molekulu i cijeli opus
signalnih puteva na koje djeluje u neurogenezi nije u potpunosti poznat. Regeneracija je
takoder bitan aspekt odrzavanja funkcionanosti mozga kostunjac¢a i kod ovih organizama ona
ima veliki potencijal. Komparativhe spoznaje o migraciji, migratornim putevima i konacnim

odrediStima koje bi dale uvid u Siru evolutivnu sliku su jo$ uvijek oskudne.
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1.5. Hipoteza

Kod vrsta kojima je vid primarni izvor signala iz okoliSa opticki tektum zauzima veci volumni
udio mozga, vidni Zivac ima vecu gustoCu aksona, a ekspresija molekule PSA-NCAM je
manja u slojevima gdje dolazi do kontakta aksona iz retine i neurona optickog tektuma kao
mehanizma stabilizacije retinotopske mape. Vrste koje podjednako koriste vid i ostala osjetila
imat ¢e razine ekspresije molekule PSA-NCAM u stratum opticum i stratum fibrosum et
griseum superficiale slicne onima u ostalim slojevima tektuma jer nije postojao evolutivni

pritisak ili evolutivha prednost zadobivena stabilizacijom retinotopske mape.

1.6. Ciljevi rada

Ciljevi rada

1.Medusobno usporediti istrazivane vrste riba s obzirom na stil Zivota, dominaciju vida kao
osjetila i ekspresiju molekule PSA-NCAM.

2.0drediti volumne i masene udjele opti¢kih tektuma u volumenu/masi cijelog mozga kod
sedam riba koStunjaa zebrice (Danio rerio), pastrve (Oncorhynchus mykiss), Stuke (Esox
lucius), Sarana (Cyprinus carpio), soma (Silurus glanis), smuda (Sander lucioperca) i jegulje
(Anguilla anguilla)

3.Na presjecima optickog Zivca gore navedenih koS$tunjata odrediti broj aksona u um?
povrsine zivca.

4.Imunohistokemijskim markerima neurona (NeuN), glije (GFAP) i vlakana (SMI312) odrediti
laminaciju tektuma u navedenih kostunjac¢a, a zatim odrediti ekspresiju molekule PSA-NCAM

uz pomo¢ specificnog protutijela
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2. Materijali i metode

2.1. Uzorkovanje

Vrste riba koriStene u radu su Saran (Cyprinus carpio), porodica Cyprinidae; som (Silurus
glanis), porodica Siluridae; smud (Sander Ilucioperca), porodica Percidae; duziCasta pastrva
(Onchorincus mykiss), porodica Salmonidae; zebrica (Danio rerio), porodica Ciprinidae;
jegulja (Anguilla anguilla), porodica Anguillidae; i Stuka (Esox lucius), porodica Esocidae.
Zebrice su ustupljene od strane Zavoda za zologiju Prirodoslovno matematickog fakulteta u
Zagrebu, dok su preostale vrste pribavljene iz komercijalnog uzgoja (direktno sa stanista
tijekom regularnog izlova) u suradnji sa Poljoprivrednim fakultetom u Osijeku. Zivotinje su
anestezirane klinCicevim uljem, Zrtvovane postupkom dekapitacije te je sekcijom izolirano
tkivo mozga, uz dozvolu etiCkog povjerenstva Medicinskog fakulteta u Osijeku. Uzorci za
odredivanje volumena i mase mozga upotrijebljeni su u svjezem stanju. Uzorci za analizu
proteina metodom Western blot su nakon sekcije direktno smrznuti na -80°C. Uzorci za
histoloSku i imunohistokemijsku analizu su fiksirani u 4% otpini paraformaldehida priredenoj u
0.1 M PBS (PBS engl. phosphate buffer saline, fosfatni pufer) i s podeSenim pH na fizioloSku
vrijednost 7.4, u trajanju od 48 sati na +4 °C.

Dehidracija opti¢kih zivaca radena je prema protokolu za uklapanje tkiva u parafin.
Postupkom dehidracije u alkoholnom nizu iz tkiva se izvlaci voda i zamjenjuje sa etanolom, te
potom sa ksilenom. Uzorci opti¢kih Zivaca za histoloSka bojanja dehidrirani su rastuéim
gradijentom etanola, uranjanjem i 12-satnom inkubacijom u 50%, 70%, 96% i 100% alkohol.
Nakon dehidracije u etoanolu uzorci su prebaceni u ksilen dva sata i potom u parafin zagrijan
na 60 °C u trajanju dva sata. Parafin prozima tkivo i hladenjem otvrdne tvoreCi kocku sa
uklopljenim tkivom. Uklapanjem u parafin zadrZzana je struktura opti¢kog Zivca i omogucéeno je
tanko rezanje potrebno za histoloSko bojanje i prebrojavanje pojedinih aksona.

Uzorci za imunohistokemiju takoder su dehidrirani, ali prema protokolu za smrzavanje. U tom
slu€aju se radi krioprotekcija radi izbjegavanja grube kristalizacije citoplazmatske vode, ¢ime
bi doslo do osteCenja tkiva u procesu smrzavanja. Sama krioprotekcija radena je na +4 °C
tako da su uzorci stajali prvo u 10 % saharozi u 0,1M PBS kroz 24 sata, a potom u 20 %

puferiranoj saharozi 48 sati. Nakon kriopreotekcije uslijedilo je smrzavanje uzoraka kroz

13



nekoliko sekundi u podhladenom 2 - metilbutanu na -80° C te su uzorci ¢uvani na navedenoj

temperaturi do daljnje analize.

2.2 Odredivanje volumnih i masenih udjela tektuma

Disecirani mozak, odmah po sekciji, izvagan je na preciznoj vagi, a zatim uronjen u graduirani
cilindar volumena 2 ml, pri ¢emu volumen istisnute tekucine predstavlja volumen mozga
(Hughes 2005). Zatim je opticki tektum kirurski odvojen od ostatka mozga, izvagan i potom
zasebno uronjen u graduirani cilindar. 1z dobivenih vrijednosti izraCunati su volumni i maseni

udijeli.

2.3 HistoloSko bojanje optickih zZivaca toluidinom

Opticki zivci uklopljeni u parafin narezani su mikrotomom (Leica RM 2125) na 7 mikrometara
debljine. Rezovi su prebaceni u posudicu s toplom vodom radi Sirenja i potom navuceni na
stakalca. Nakon isparavanja vode, zagrijani su na 50 °C i zalijepljeni na staklo jer bi u
protivnom mogli lako kliznuti prilikom manipulacije u otopinama. Stakla sa rezovima su
uronjena u dvije zasebne otopine ksilena u trajanju od 5 minuta, potom uronjena u 100 %
etanol u trajanju 3 minute i po jednu minutu u 96 %, 70 % etanolu. Preparati su preliveni
toluidinom na 2 minute. ViSak boje se ispirao tri puta po jednu minutu u destiliranoj vodi.
Obojani preparati su osuseni na zraku i pokriveni HistaMount (National Diagnostics) medijem

za pokrivanje histoloskih preparata.

2.4 Imunohistokemijska analiza protutijelima PSA — NCAM, NeuN, SMI 312 i GFAP

Laminacija tektuma utvrdena je imunohistokemijskim bojanjem na markere neurona, glije i
mikrotubula aksona. Imunohistokemijska analiza napravljena je monoklonskim protutijelma;
NeuN (Chemicon, Temecula, CA, USA) specificnim za DNA vezujuci neuron specifi€ni protein
i SMI312 (Stenberg Monoclonals, Baltimore, MD, USA) koji je marker svih aksona te
prepoznaje fosforilirani epitop na neurofilamentima, GFAP - glijalni nitasti kiseli protein

(DAKO, Glostrup, Denmark) prepoznaje radijalnu gliju. Koristenjem protutijela NeuN dobiven
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je prikaz polozaja diferenciranih neurona. Kod viSih kraljeznjaka SMI 312 protutijelo obi¢no ne
prepoznaje nemijelinizirana vlakna kao Sto su paralelna vlakna malog mozga i substantia
gelatinosa u kraljeznickoj mozdini te c¢e dalje biti spominjan u kontekstu markera
mijeliniziranih aksona. Protutijelo GFAP vizualizira intermedijarne filamente koje ispoljavaju
astrociti sisavaca i radijalna glija riba i specificni je marker za iste prikazujuci njihovu gradu i
strukturu. NeuN i SMI312 su miSja monoklonska protutijela IgG klase, a GFAP je zecje
protutijelo.

Ekspresija molekule PSA-NCAM napravljena je istoimenim protutijelom (Chemicon,
Temecula, CA, USA) koje prepoznaje polisijalinsku kiselinu vezanu na NCAM molekulu.
Protutijelo PSA-NCAM vizualizira mjesta proliferacije neurona i marker je njihove migracije.
Protutijelo je IgM klase i napravljeno je u misSu. Imunohistokemija je radena na slobodno
plutaju¢im rezovima debljine 35 pym u polistirenskim jazicama napunjenim 0,1M PBS-om.
Rezovi su tretirani s 1% otopinom vodikova peroksida (Kemika, Zagreb) radi uklanjanja
aktivnosti endogenih peroksidaza. Nespecificno vezanje protutijela blokirano je otopinom koja
je sadrzavala 1% govedeg serumskog albumina (Sigma - Aldrich, St.Louis, MO, USA) i 5%
kozjeg seruma (Gipco, Invitrogen Auckland N.Z.) u 0,1M PBS u trajanju od 2 sata na +4 °C i
uz neprekidno treskanje. Rezovi su inkubirani zasebno u primarnim protutijelima NeuN,
SMI312, GFAP i PSA-NCAM preko no¢i na +4 °C uz neprekidno treskanje. Primarna
protutijela pripremana su u otopini za blokiranje, a koristena su u slijede¢im omjerima NeuN
1:2000, SMI312 1:10000, GFAP 1:4000, PSA-NCAM 1:1000. Nakon toga su isprani u
pothladenom 0,1M PBS tri puta po 10 minuta, te je uslijedilo inkubiranje u sekundarnom
protutijelu kroz 4 sata na +4 °C uz neprekidno treskanje. Kao sekundarna protutijela koristena
su biotinilirani kozji anti-misji IgG i biotinilirani kozji anti-misji IgM (Jackson Immunoresearch
lab., West Grove, PA, USA), biotinilirani kozji anti-zecji 1IgG (Jackson Immunoresearch lab.,
West Grove, PA, USA) razrijedeni 1:500 u blokirajucoj otopini. Nakon sekundarnog protutijela
preparati su isprani tri puta po 10 minuta u pothladenom 0,1M PBS i prebaceni u tercijarni
kompleks, Vector Elite kit (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA), koji je pripremljen u
skladu s uputama proizvodaca. Buduci da se ovaj tercijarni kompleks sastoji od avidina i
biotinilirane peroksidaze hrena prije uporabe bilo ga je potrebno prekonjugirati u blokirajucoj
otopini u trajanju od pola sata. U tercijarnom kompleksu preparati su inkubirani 2 sata na +4

°C uz neprekidno treskanje. Rezovi su ponovno isprani, a potom su razvijeni supstratom DAB
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peroxidase substrate (Vector SK- 4100) koji je pripremljen u skladu s uputama proizvodaca.
Razvijanjem dolazi do precipitacije supstrata zbog Cega se javlja metaliCasto tamno plavo

obojenje na mjestima vezanja primarnog protutijela.

2.5 Western blot

Opticki tektum Sarana (Cyprinus carpio) i duzi€aste pastrve (Oncorhynchus mykiss) odvojen
je od ostatka mozga. Opticki tektum i mozak su zasebno homogenizirani u hladnom puferu za
ekstrakciju proteina (T-PER™ Tissue Protein Extraction Reagent, Thermo Fisher, MA, USA) i
potom centrifugirani 20 minuta na 15 000xg pri 4 °C. Na poliakrilamidni gel za elektroforezu
naneseno je po 10 pL supernatanta svakog uzorka. Elektroforeza je trajala oko 1,5 sat na 100
V u tzv. ,running buffer® (Biorad Hercules, CA, USA). Uzorci su nakon provedene
elektroforeze, pomocu elektricne stuje prebaceni iz gela na PVDF membranu u 1X puferu za
prijenos (Blot Transfer Buffer (20X), Thermo Fisher, MA, USA). PrenoSenje na membranu je
bitan korak jer se onemogucuje daljnje kretanje proteina koji su prethodno razdvojeni u gelu.
Membrane su blokirane u blokiraju¢oj otopini, koja sadrzi 5 % bezmasnog mlijeka u prahu,
0.1 % Tween 20 otopljeni u 0.1M PBS-u, u trajanju od 2 sata na sobnoj temperaturi. Dvije
membrane su inkubirane s PSA-NCAM protutijelom (Chemicon, Temecula, CA, USA)
razrijedenja 1:1000, od kojih jedna ima uzorak tretiran sijalidazom (44 U/ml) u acetathom
puferu pH= 5.5 u trajanju od 48 sati. TreCa membrana je inkubirana s GAPDH protutijelom
(Abcam, Cambridge, Uk) 1:1000 preko noc¢i na +4 °C uz stalno treskanje. GAPDH sluzi kao
pozitivna kontrola ispravnosti Western blota jer se protein eksprimira u vecini stanica i sluzi
odrzavanju osnovnog metabolizma stanice. Sljedeéi dan membrane su ispirane tri puta po 10
minuta u 0.1M PBS. Membrana inkubirana u GAPDH tada je inkubirana sa sekundarnim
kozjim anti — misjim biotiniliranim protutijelom IgG klase. Membrana s primarnim protutijelom
PSA — NCAM inkubirana je sa sekundarnim kozjim anti — misjim biotiniliranim protutijelom
IgM klase (Jackson Immunoresearch lab., West Grove, PA, USA) u razrijedenju 1:500 u
trajanju od 4 sata na sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije u sekundarnom protutijelu,
membrane su ponovno ispirane tri puta po 10 minuta u 0.1M PBS u. Nakon ispiranja uslijedila
je inkubacija u tercijarnom kompleksu Vector Elite kit (Vector Laboratories, Burlingame, CA,

USA), koji je pripremljen u skladu s uputama proizvodaca. Buduci da se ovaj tercijarni
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kompleks sastoji od avidina i biotinlirane peroksidaze hrena prije uporabe bilo ga je potrebno
prekonjugirati u otopini blokinga u trajanju od pola sata. Membrane su ispirane tri puta po 10
minuta u 0.1M PBS-u, a potom su razvijene supstratom DAB peroxidase substrate (Vector

SK- 4100) koji je pripremljen u skladu s uputama proizvodaca.

2.6 Analiza preparata

Imunohistokemijski preparati su fotografirani digitalnom kamerom (Olympus D70, Olympus
Corporation, Center Valley, PA; USA) na Zeiss Axioskop 2 MOT mikroskopu (Goettingen,
Germany). PSA — NCAM imunoreaktivnost je analizirana kod svake vrste u slojevima optickog
tektuma pomocu Imaged programa (NIH, Bethesda, MD, USA, Image J. Softonic) koristeéi
skalu u rasponu od 0 (predstavlja najveéi intenzitet obojenja) do 255 (predstavlja polje bez
obojenja). Zajedno su kvantificirani stratum album centrale i stratum periventriculare
(sact+spv), stratum griseum centrale unutarnji pleksiformni sloj i stratum griseum centrale
(sgec — ip + sgc), stratum opticum i stratum fibrosum et griseum superficiale (so+sfgs).
Stratum marginale (sm) je analiziran zasebno. Slojevi tektuma su imenovani prema
Nieuwenhuys i sur. (1998) nomenklaturi. PSA — NCAM rezovi su anulirani s istim regijama
negativne kontrole koja je inkubirana bez primarnog protutijela, ¢ime je eventualno uklonjeno
pozadinsko obojenje.

Opticki zivci su fotografirani na povecanju od 1000x €ime su vizualizirana su pojedina vlakna
te potom ruéno brojana. Dobiveni rezultati su preraCunati u broj vlakana optiCkog Zivca po

um2.
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3. REZULTATI
3.1. Volumeni optickih tektuma i brojnost ziv€anih vlakana u optickom Zivcu
Volumeni opti¢kih tektuma i njihov udio u ukupnom volumenu mozga razlikuje se izmedu vrsta

u ovisnosti o tome koliko pripadnici te vrste koriste vid kao izvor informacija iz okolisa. U istoj

ovisnosti mijenja se broj vlakana optickog zivca po povrsini presjeka.

Mijerene Vrsta | Zebrica Duzicasta Smud Stuka Saran Som Jegulja
vrijednosti Danio rerio pastrva Sander Esox lucius Cyprinus carpio | Silurus glanis Anguilla anguilla
Onchorincus lucioperca
mykiss
Srednji volumen 200 216.67 + 28.86 136.6 + 20.74 450 £ 70.71 966.67 + 57.73 323.33+49.49 65+5
mozga pL
Srednju volumen 10+0 100+ 0 33.33+5.77 175+ 35.35 2000 116.6 + 35.35 21.66 +2.88
optickog tektuma pL
Volumni omjer opticki  50.00% 46.15% 24.37% 38.80% 20.68% 36.06% 33.32%
tektum — mozak
Srednja masa mozga | 0.0295 + 0.03 0.213 + 0.080 0.205 + 0.026 0.48 + 0.056 0.933 + 0.105 0.33 £ 0.056 0.066 + 0.033
(9)
Srednja masa 0.0028 + 0.000 | 0.0633 + 0.025 0.042 + 0.003 0.16+0 0.173 £ 0.025 0.073 £ 0.014 0.017 £ 0.007
optickog tektuma (g)
Maseni omjer opticki  9.49% 29.71% 20.48% 33.33% 18.54% 22.12% 2.66%
tektum — mozak
Broj vlakana po pm? 0.00591 + 0.0112 £ 0.0009 0.0187 + 0.0009 | 0.0160 +0.0011  0.0109 + 0.0005 | 0.0833+0.0003 0.0066 + 0.0003
optickog zivca 0.0004

Tablica 1. Volumeni i mase cijelog mozga i opti¢kog tektuma

Volumni udio opti¢kog tektuma izraCunat je za sve ribe (Tablica 1). Opticki tektumi kod zebrice
i duziCaste pastrve zauzimaju polovicu volumena mozga. Volumni udjelii opti¢kih tektuma
preostalih vrsta zauzimaju kako slijedi: Stuka 38.8%, som 36.06%, jegulja 33.32% i smud
24.37%, dok je kod Sarana najmanji od svih odabranih vrsta, samo 20.68%. Moze se
zamijetiti da broj vlakana po povrSini vidnog zivca nije proporcionalan volumenu tektuma.
Smud primjerice ima najveci broj vlakana po kvadrathom mikrometru (0.0187), a zebrica
najmanje (0.00591).
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3.2. Imunohistokemijski prikaz optickog tektuma

Laminiranost opti¢kog tektuma odredena je uz pomo¢ tri biljiega; GFAP, NeuN i SMI312.
GFAP je astrocitni intermedijarni biljeg vlakana. Astrociti su vazni u odrZzavanju stabilnih uvjeta
u neuronalnom miljeu, takoder predstavljaju fizicku osnovu migracije novonstalih neurona
(Zupanc i sur. 2012). NeuN je specifiCan biljeg zrelih i diferenciranih neurona smjesten u
jezgru stanice te je bez preklapanja kao marker drugih stanica ili struktura (Kim i sur. 2009).
SMI 312 specificno boja fosforilirane neurofilamente aksona neurona i prikazuje strukturu
stabilnih mijeliniziranih aksona (Lien i sur. 2013). Destabilizaciju retinotektalne mape
odredena je bojanjem na PSA-NCAM.
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Oncorhynchus mykiss

Danio rerio

Esox lucius

ey s

NCAM, GFAP, NeuN i SMI312 u duzZiCaste

pastrve(Onchorincus mykiss), zebrice (Danio rerio) i Stuke (Esox lucius)

Slika 1. Koronarni rezovi optickog tektuma obojanog na PSA-
Kratice: spv = stratum periventriculare; sac = stratum album centrale; sgc = stratum griseum centrale duboki sloj;

sgc-ip = stratum griseum centrale unutarnji pleksiformni; sfgs = stratum fibrosum et griseum supefficiale; so =

stratum opticum; sm = stratum marginale.
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DuziCasta pastrva ima brojne zrele NeuN™ neurone u stratum periventriculare, dok su kroz
ostale slojeve, osim stratum marginale, nasumicno i rijetko rasporedeni. Mijelinizirani aksoni
kolokoaliziraju s zrelim neuronima i vrlo gusto su smjeSteni u stratum perivnetriculare, te
nesto manje brojni u stratum album centrale, dok ih u stratum marginale nema. Radijalna glija
GFAP" je smjeStena samo u stratum marginale. PSA-NCAM je lokalizirana u svim slojevima a
najmanje u stratum album centrale i stratum periventiculare. (Slika 1)

Zebrica ima zrele NeuN® neurone u stratum periventriculare, a kroz ostale slojeve osim
stratum marginale su nasumicno i rijetko rasporedeni. Debeli brojni mijelinizirani aksoni su
prisutni u svim slojevima osim stratum marginale. Zebrica ima glijalne GFAP™ glijalne stanice
u stratum marginale i stratum perivnetriculare. PSA-NCAM je zabiljeZzena u svim slojevima a
najmanje u stratum opticum i stratum album centrale. (Slika 1)

Stuka ima zrele NeuN* neurone samo u stratum periventriculare. Tanka mijelinizirana vlakna
su rasporedena od stratum perivnetriculare do stratum griseum centrale — inner pelxiform.
GFAP” radijalna glija je zabiljezena samo u stratum perivnetriculare. PSA-NCAM je

zabiljezena u svim slojevima a najmanje u stratum opticum i stratum album centrale. (Slika 1)
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Slika 2. Koronarni rezovi opti¢kog tektuma obojanog na PSA-NCAM,GFAP, NeuN i SMI312 u Sarana (Cyprinus
carpio) i soma (Silurus glanis).

Kratice: spv = stratum periventriculare; sac = stratum album centrale; sgc = stratum griseum centrale duboki sloj;
sgc-ip = stratum griseum centrale unutarnji pleksiformni; sfgs = stratum fibrosum et griseum supefficiale; so =

stratum opticum; sm = stratum marginale.
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Saran ima brojne zrele NeuN* neurone u stratum periventriculare, te su mijestimi¢no
rasporedeni do stratum fibrosum et griseum centrale. U stratum marginale nema NeuN*
neurona. Tanki mijelinizirani aksoni su rasporedeni kroz sve slojeve osim u stratum
marginale, a najviSe ih ima u stratum griseum centrale. Kroz Saranov cijeli opticki tektum
GFAP® glijalne stanice se vertikalno pruzaju i medusobno povezuju stratum marginale i
stratum periventriculare. PSA-NCAM je zabiljeZena u svim slojevima. (Slika 2)

Som nema gusto pakirane NeuN™ neurone u stratum perivnetriculare vec¢ su rasporedeni kroz
cijeli optiCki tektum osim u stratum marginale. Mijelinizirani aksoni nisu zabiljezeni. Som ima
glijalne stanice prisutne u stratum marginale i stratum periventriculare. GFAP™ glijalne stanice
iz stratum marginale radijalno se pruzaju prema stratum opticum, ali ne prolaze kroz cijeli
tektum. PSA-NCAM je zabiljezena u svim slojevima a najmanje u stratum griseum centrale.
(Slika 2)
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Slika 3. Koronarni rezovi optickog tektuma obojanog na PSA-NCAM,GFAP, NeuN i SMI312 jegulje (Anguilla
anguilla) i smuda (Sander lucioperca).

Kratice: spv = stratum periventriculare; sac = stratum album centrale; sgc = stratum griseum centrale duboki sloj;

sgc-ip = stratum griseum centrale unutarnji pleksiformni; sfgs = stratum fibrosum et griseum supefficiale; so =
stratum opticum,; sm = stratum marginale.
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Jegulja ima brojne zrele NeuN™ neurone u stratum perivneticulare koji se ne nalaze u ostalim
slojevima opti€kog tektuma. Mijelinizirana vlakna nisu zabiljezena ve¢ su na slici vidljive krvne
zile. Brojne GFAP® glijalne stanice se protezu cijelom duljinom od stratum marginale do
stratum periventriculare. PSA-NCAM je zabiljezena u svim slojevima, najviSe u stratum
marginale. (Slika 3)

Smud ima brojne i zbijene NeuN™ neurone u stratum periventriculare, s izuzetkom u drugim
slojevima. ZabiljeZzena su tanka mijelinizirana vlakna samo u stratum periventiculare, kao i

brojne GFAP* glijalne stanice. PSA-NCAM je vidljiv u stratum marginale. (Slika 3)
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3.3. Ekspresija PSA-NCAM u optickom tektumu

Pozitivha reakcija na PSA-NCAM je obojala membrane neurona koji proliferiraju i migriraju
prikazujuci tako regije destabilizacije retinotektalne mape (Gascon i sur. 2007). Niske razine
ekspresije PSA-NCAM protumacili smo u smislu &vrstu povezanosti medu stanicama i
fiksiranu retinotektalnu mapu. Prednost fiksirane mape je brza obrada informacija koje dolaze
iz retine i brzi odgovor na podrazaje iz okoline. Ekspresija PSA-NCAM je mjerena u svim

slojevima optickog tektuma.

Sloj u kojemu su | Vrsta | Zebrica Duzicasta Smud Stuka Saran Som Jegulja
mjerene Danio rerio pastrva Sander Esox lucius Cyprinus carpio | Silurus glanis Anguilla anguilla
vrijednosti PSA- Onchorincus lucioperca

NCAM mykiss

Sm +++ ++ ++ +++ +++ ++ ++

So + Sfgs + ++ + + +++ ++ +

Sgc —-ip + Sgc ++ ++ + ++ ++ ++ +

Sac + Spv + + + ++ ++ ++ +

Tablica 2. Relativne vrijednosti ekspresije PSA-NCAM-a kroz slojeve opti¢kog tektuma

Kratice: spv = stratum periventriculare; sac = stratum album centrale; sgc = stratum griseum centrale sgc-ip =
stratum griseum centrale duboki sloj ; sfgs = stratum fibrosum et griseum supefrficiale; so = stratum opticum; sm
= stratum marginale; 0 predstavlja najveci intenzitet obojenja a 255 najmaniji; 0-60 = ++++; 61-120 = +++; 121-
180 = ++; 181-255 = + ; ImagedJ programa (NIH, Bethesda, MD, USA, Image J. Softonic)

Zebrica ima veliku ekspresiju (+++) PSA-NCAM u sm, a slabu (+) u so i sfgs gdje ulaze
projekcijski aksoni retine u tektum, i sac i spv slojevima u kojima je smjeStena glavnina tijela
neurona. Duzi€asta pastrva ima podjednaku ekspresiju PSA-NCAM kroz cijeli opti¢ki tektum
(++) osim u sac i spv slojevima u kojima je izmjerena manja vrijednost ekspresije u usporedbi
sa ostalim slojevima (+). Smud samo u sm ima umjerenu ekspresiju PSA-NCAM-a, ostali
slojevi slabu ekspresiju (+). Sm je sloj prostorne memorije kod riba i u uskoj je povezanosti
sa sgc i sfgc (Farrell 2011). Oba sloja (sgc i sfgc) integriraju signale retine i tvore zatvoreni
krug preko sm s torus longitudinalisom. Stuka poput zebrice ima veliku ekspresiju (+++) PSA-
NCAM-a u sm, so i sfgs ima slabu ekspresiju (+). Saran, poput tuke, ima visoku ekspresiju

PSA-NCAM-a u sm. Suprotno od Stuke, Saran ima visoku ekspresiju takoder u so i sfgs. U
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preostalim slojevima optickog tektuma Saran ima umjerenu ekspresiju (++). Som nema razlike
izmedu pojedinih slojeva i kroz cijeli optiCki tektum ekspresija je umjerena (++). Jegulja je
slicha smudu i samo u sm ima umjerenu ekspresiju PSA-NCAM-a (++) dok u preostalim

slojevima je slaba (+).

3.4. Western blot i tretman sijalidazom

Analiza ekspresije epitopa PSA-NCAM western blot tehnikom iz homogenata mozga i
optiCkog tektuma Sarana i pastrve pokazala je isti intenzitet obojenja u obje ribe. Radi potvrde
ekspresije PSA-NCAM molekule, uzorci su tretirani sijalidazom koja cijepa sijalinske kiseline
sa PSA-NCAM.

g Cyprinus carpio Onchorincus mykiss
i)
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Slika 4. Western blot na PSA-NCAM opti¢kog tektuma i cijelog mozga, Sarana (Cyprinus carpio) i duziaste
pastrve (Onchorincus mykiss). Jedan blot je inkubiran sa sijalidazom (+) drugi bez sijalidaze (-); GAPDH je

pozitivna kontrola ispravnosti western blot tehnike.

Nakon tretmana sijalidazom nije bilo vidljivog pozitivhog obojenja Sto potvrduje specificnost

protutijela u prepoznavanju iskljucivo polisijaliziranog oblika NCAM (Slika 4).
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4. RASPRAVA

VeliCina tektuma odreduje stupanj integracije vidnih signala sa somatosenzorickim signalima
drugih osjetila. Veci tektum omogucuje bolju integraciju ulaznih signala, te koordinaciju
pokreta u stalno promjenjivom okoliSu. Omijer veli€ina optickog tektuma pastrve i zebrice je
sliCan, odnosno tektum zauzima oko polovice ukupnog volumena mozga (Tablica 1). Iz ovog
zaklju€ujemo da je tektum glavno integrativno srediste somatosenzorickih signala za ove dvije
ribe. Pastrva i Saran Zive u dijametralno suprotnim staniStima. StaniSte pastrve su izvoriSta
rijeka najCeSce Sljunkovite podloge ili kamenjari koji su siromasni okoliSnim podrazajima.
Naprotiv, Saran zivi u vrlo bogatom okoliSu. Zanimljivo je da Saran ima najmanji omjer
volumena optickog tektuma i mozga od svih vrsta pa se iz toga moze pretpostaviti da tektum
nije njegovo glavno integrativnho srediSte somatosenzorickih signala. S obzirom da koristi i
brkove prilikom trazenja hrane te da lovi u mulju, njegova integrativna sredidta su vjerojatno
veliki lobus facialis i vagus. S druge strane, prema brojnosti vlakana opti¢kog Zivca Saran je
vrlo sli¢an pastrvi, a njegovo oko je veliko i vrlo sofisticirano. 1z toga se moze zakljuciti da je
vid u ove vrste izuzetno bitan te da su informacije koje dolaze iz oka brojne i precizne.
Zanimljiv je odnos omjera veli€ina opti¢kih tektuma i mozga kod soma i Stuke. Som se vrlo
slabo sluzi vidom u navigaciji okolinom, a ima sliCan omjer volumena opti¢kog tektuma poput
Stuke te samo polovicu broja vlakana po milimetru kvadratnom opti¢kog zZivca Stuke (Tablica
1). Iz ovoga se moze zakljuCiti da informacije koje dolaze iz oka soma nisu brojne, ali su
izvrsno integrirane s drugim somatosenzori¢kim signalima koji se po svemu sudeci svi
integriraju bas u optickom tektumu. Nije iskljuCeno niti da je som vrsta koja se u nekoj
evolutivnoj povijesti znacajno viSe koristila vidom te da je od tog vremena opticki tektum ostao
glavno integrativno srediste. Od soma, s treCinom manjim opti¢kim tektumom i dva i pol puta
vec¢im brojem vlakana optiCkog Zivca odskaCe smud. Smud je iznimno vizualna vrsta, s
posebnim prilagodbama oka za gledanje u nepovoljnim uvjetima, a obje vrste su aktivhe u
isto vrijeme. Pretpostavlamo da je u evolutivnoj povijesti ova vrsta proSla period manjeg
oslanjanja na vid te da se uslijed toga integracija somatosenzoriCkih signala vjerojatno
zadrzala u stratum album centrale i stratum griseum centrale. Jegulja je aktivha u periodu
kada je ostar vid onemogucen odnosno predvecCer i po noCi te ne posjeduje posebne

prilagodbe oka te vjerojatno razlikuje samo svjetlo i sjene. Broj vlakana optickog Zivca jegulje
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ne prati veli€inu opti¢kog tektuma. OptiCki tektum jegulje zauzima tre¢inu volumena mozga
dok je broj vlakana optickog zivca relativno mali te ona, bas kao i som, usprkos malom broju
informacija koje dolaze iz oka vjerojatno integrira somatosenzoriCke signale u optickom
tektumu (Tablica 1).

Neuroni u proliferaciji i tiekom migracije ne ispoljavaju NeuN. Zreli diferencirani neuroni koji su
ostvarili sinapse sa susjednim stanicama i tako se integrirali u neuronsku mrezu ga
ispoljavaju. Stoga NeuN se Koristi kao marker zrelih diferenciranih neurona. Jezgre zrelih
NeuN pozitivnih neurona su smjeStene kod svih riba ve¢inom u stratum periventriculare i
vecina stanica u tom sloju pripada XIV. tipu neurona odnosno interneuronima (Nieuwenhuys i
sur. 1998). Ovo su vjerojatno glavni integrativni neuroni u veéine riba. Pastrva i Saran imaju
NeuN pozitivne neurone i u drugim slojevima tektuma koji su uglavhom interneuroni ili
projekcijski eferentni neuroni (Nieuwenhuys i sur. 1998). Radi ovoga pretpostavljamo da ove
dvije ribe mogu napraviti puno kompleksniju integraciju raznih signala na razini tektuma.
Ostale vrste iznad stratum periventriculare imaju nekolicinu stanica slabog obojenja i
vjerojatno znacajno zaostaju u sposobnosti integracije signala na razini tektuma. Sli¢nost u
distribuciji stanica kroz optiCki tektum izmedu pastrve i Sarana moZe takoder biti povezana sa
slicnom brojnoS¢u vlakana optiCkog Zivca. lako Zive u razli¢itim stanistima razina vidnih
podrazaja bi mogla biti slicnog intenziteta, posebice jer Saran zivi u zoni sa drugim
piscivornim ribljim vrstama poput Stuke. Pastrvi je potrebna integracija vidnih signala zbog
brze rekacije na pojavu plijena koji je rijedak pa je to vjerojatno bio selektivni pritisak za razvoj
vida kod ove vrste.

Radijalna glija je nuZna za razvoj, ali i za regeneraciju mozga kod odraslih riba (Kroehne i sur.
2011). Radijalna glija pruza osnovu po kojoj ¢e stanice migrirati radijalno kroz opticki tektum
te je stoga nuzna za popunjavanje slojeva optickog tektuma iznad stratum periventriculare
(Seki i sur. 2011). Sve prouCavane vrste riba su pokazale postojanje glijalnih stanica.
Radijalnu gliju razapetu od donjih do gornjih slojeva tektuma, tipichu za migratorne faze
razvoja mozga, imaju Saran i jegulja te zato mogu napraviti funkcionalno nadomjestanje svih
vrsta neurona tijekom odrasle dobi. Pastrva i som imaju takoder dobro razvijenu radijalnu
gliju, ali ne u tolikoj mjeri kao $aran i jegulja. Stuka, zebrica i smud nemaju radijalno
rasporedenu gliju kroz cijeli tektum veC se ona moze pronaci u stratum periventiculre. Na

ovom mijestu je radijalna glija takoder potrebna zbog migracije neurona, no radi se o vrlo
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ogranienoj migraciji. Saran uz radijalnu gliju ima i brojna slabo mijelinizirana vlakna kroz
opticki tektum pa se moze pretpostaviti da bi ona mogla posluziti za tangencijalnu migraciju
interneurona Cija funkcija je integracija ulaznih signala. Moze se opaziti sli€an obrazac izmedu
struktura tektuma pastrve i Sarana gdje obje vrste imaju rasporedene NeuN" stanice kroz cijeli
tektum i radijalno usmjerenu gliju u stratumu marginale. Jegulja ima najizrazeniju radijalnu
gliju koja se, za razliku od svih ostalih promatranih riba, proteze cijelim tektumom. Ona ima i
vlakna koja bi posluzila za tangencijalnu migraciju, a vecCina neurona tektuma je relativho
nediferencirana. Netom prije i tijekom migracije u Sargasko more veli€ina ociju jegulje se
mijenja, odnosno oci rastu (Pankhurst i Lythgoe 1983). Povecanje o€iju mijenja raspored
retinotektalne mape (Nieuwenhuys i sur. 1998). Ne postoje istrazivanja radijalne glije tijekom
Zivota jegulje, no mogucnost stalnog postojanja radijalne glije u u Zutom stadiju mogao bi biti
preduvjet za dovoljno brzu prilagodbu retinotektalne mape u periodima migracije i
metamorfoze.

Marker SMI312 prikazuje mijelinizirane aksone. Prisustvo debelih mijeliniziranih vlakana
pozitivnih na SMI312 vjerojatno je znak stabilizacije vidne mape u optiCkom tektumu i
protumacili smo ga kao znak intenzivnijeg koriStenja vida prilikom hranjenja i snalazenja u
okoliSu. U tektumu slojevi stratum album centrale, stratum griseum centrale i stratum opticum
gradeni su od vlakana. Stratum opticum sadrzi ulazna vlakna koja dolaze iz retine, a stratum
album centrale i stratum griseum centrale ulazna sometosenzoricka vlakna iz telencefalona i
strukture torus semicircularis. |zlazna vlakna se nalaze u istim slojevima kao i ulazna vlakna.
Kod istrazivanih vrsta pozitivho bojenje na SMI312 pronasli smo kod svih vrsta osim kod
soma i jegulje. Debela mijelinizirana vlakna u slojevima ulaska retinalnih aksona ukazuju da je
vid primarno osjetilo zebrice i pastrve. Brojna tanka i mijelinizirana vlakna Stuke i smuda
omogucuju sloZeniju integraciju vidnih signala, $to je posebice vazno za ove ribojedne vrste
(Bogut i sur. 2006). Stuka i smud sli¢no $aranu imaju brojna tanka mijelinizirana vlakana u
optickom tektumu i pretezno se oslanjaju na vid. Saran, poput soma, ima i brkove koje koristi
u lovu, no za razliku od soma aktivan je cijeli dan te aktivno traga po bentosu za plijenom
(Bogut i sur. 2006). MozZe se reCi da Saran kombinira vid sa ostalim osjetilima, ali sudeci
prema debljini vlakana opti¢kog tektuma stabilna vidna mapa nije toliko izraZzena kao kod
zebrice ili pastrve. Nedostatak mijeliniziranih vlakana kod soma i jegulje bi ukazivalo na to da

se vrlo slabo koriste vidom, odnosno drugi izvori informacija iz okoliSa su dominantni kod njih.
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U prilog tome jo$ govori i mala brojnost vlakana u optickom Zivcu.

Prethodna istraZivanja pokazuju povezanost ekspresije PSA — NCAM i reorganizacije
retinotektalnih aksona (Williams i sur.,1996). Za odrzavanje funkcinalnosti i stabilnosti ovako
slozene mreze potrebne su NCAM molekule bez PSA na aksonima i dendritima, jer NCAM
stabilizira medumembranske veze (Gascon i sur. 2007). S druge strane, stalna prilagodba
mozga, posebice optiCkog tektuma koji je mjesto integracije somatosenzoric¢kih informacija
(Butler i Hodos 2005, Seki i sur. 2011), s ciliem $to boljeg odgovora zivotinje na podrazaje iz
okolisa, moze biti povezana sa ekspresijom PSA — NCAM u pojedinim slojevima optickog
tektuma. Dodavanje PSA na NCAM molekulu je takoder potrebno za odrzavanje plasti¢nosti
dendritiCkih trnova, odnosno stvaranje i zadrzavanje prostorne memorije koja olakSava
reagiranje zivotinja na podrazaje iz okoline (Guirado i sur. 2014, Mahmmoud i sur. 2015).
Primjeéena je smanjena ekspresija PSA-NCAM u slojevima vlakana stratum opticum i
stratum fibrosum et griseum supetficiale optiCkih tektuma riba koje se navode vidom tj.
pastrve, zebrice, $tuke i smuda. Saran ima najvecu ekspresiju PSA-NCAM od svih
promatranih riba i slicnu raspodjelu PSA-NCAM-a kroz opti¢ki tektum kao som. Jegulja ima
sliénu ekspresiju PSA-NCAM kao i smud koji je predatorska vrsta navodena vidom. Zebrica
uzgojena u akvariju, spada u porodicu Saranki i ima brkove na donjoj Celjusti (Bogut i sur.
2006), ali pokazuje sli¢an obrazac u ekspresiji PSA - NCAM kao Stuka i pastrva koje nemaiju
brkove.

Ribe koje zive u bogatijem okoliSu imaju vecu plasticnost mozga. Primjerice mlade jedinke
lososa koje su Zivjele dva mjeseca u obogacenom okoliSu odnosno sa dovoljno mjesta za
skrivanje i istrazivanje, imaju povecanu plastiCnost telencefalona i neurogenezu (Salvanes i
sur. 2013), sli¢no je opazeno i kod zebrice (Lindsey i Tropepe 2014). Takoder ribe koje Zive u
bogatom okoliSu imaju stratum marginale mnogo veci nego ribe u siromasnom okolisSu (Farrell
2011). Drugi razlozi ispoljavanja PSA-NCAM-a su migracija neurona koja ne zauzima veliki
udio tektuma jer vecina postmitotiCkih neurona migrira samo kroz stratum periventriculare
(Zupanc 2008b, Zupanc i sur. 2005) te odrzavanjem prostorne memorije. Stabilizacija veza
odnosno mala ekspresija PSA-NCAM na relaciji torus longitudinalis — striatum marginalis
mogla bi biti rezultat aktivhosti po mraku. U uvjetima mraka Zivotinja zamjecuje promjene u
sjenama koje su jedan ako ne i jedini izvora informacija po kojemu se usmjeravaju (Luchiari i

sur. 2006). Ovo posebice vrijedi za ribe koje se koriste iskljuCivo vidom, a aktivne su
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predvecer. Znacenje nedostatka PSA-NCAM u stratum marginale moguce je objasniti lovom
po nocCi. No¢ni lov simulira izrazito siromaSan okoliS i ne stvara pritisak na opticki tektum,
odnosno ne prisillava ga na promjene Sto Cini stratum marginale tankim i slabo eksprimira
PSA-NCAM. Ekspresija PSA-NCAM u stratum marginale mala je kod jegulje i soma posebice
kod smuda. Suprotno, ekspresija PSA-NCAM je velika kod pastrve, Stuke, Sarana i zebrice.
Drugi razlog za ekspresiju PSA-NCAM je omogucavanje migracije radijalnom glijom. Pastrva,
zebrica i Saran su vrste koje imaju radijalno usmjerenu gliju i ekspresija PSA-NCAM-a je veca
u Stratum opticumu i stratum fibrosum et griseum superficiale odnosno u slojevima ulaska
aferentih vlakana retine. Suprotno se uoCava kod vrsta bez radijalno usmjerene glije koje u
navedenim slojevima imaju malu ekspresiju PSA-NCAM-a. Jegulja je posebice zanimljiva jer
ima radijalnu gliju kroz cijeli tektum, ali malu ekspsresiju PSA-NCAM molekule u svim
slojevima optickog tektuma osim u marginalnom sloju. Ovakav pronalazak je suprotan
dosadas$njim razumjevanjima neurogeneze odnosno prisutnost radijalne glije bi trebala
korelirati sa ekspresijom PSA-NCAM-a (Zupanc 2006). Zato je naSa pretpostavka da
ekspresija PSA-NCAM ustvari nije povezana sa radijalnom migracijom neurona ve¢ sa
odrzavanjem plasti¢nosti i dendritogenezom.

Saran poput $tuke i smuda ima tanke mijelinizirane aksone, istovremeno i veliku razinu
ekspresije PSA-NCAM u optickom tektumu Sto bi moglo ukazivati na koristenje dodatnih
osjetila u traganju za hranom, a ne dominantno vida, posebice prilikom kopanja po bentosu
gdje vid nije od velike pomoci. Slojevi u kojima se pojavljuje SMI312 su ujedino i mjesta na
kojima je potrebno utiSati ekspresiju PSA-NCAM-a jer ova molekula smanjuje i usporava
mijelinizaciju aksona (Charles i sur. 2000). Sudeci prema smanjenoj ekspresiji PSA-NCAM u
slojevima mijeliniziranih vlakana kod zebrice, pastrve, smuda, Stuke i jegulje navedene vrste
imaju stabilnije veze medu neuronima od Sarana i soma, te bolju integraciju vidnih signala.
Som je evoluirao i prilagodio se okoliSu na sasvim drugi nagin od primjerice Stuke, pastrve ili
zebrice, koristeci pasivno elektrocepciju i osjetila okusa i njuha za lov (Bretschneider 1974).
Som nema mijeliniziranih aksona u tektumu i ima podjednako rasporedenu ekspresiju PSA-
NCAM-a kroz opticki tektum Sto govori u prilog da ne koristi vid u aktivnom traganju za
plijenom. Ovo potvrduje i zapazanje da se obrazac traganja za hranom kod soma ne
promijeni kada mu se onemoguci vid (Pohimann i sur. 2001). Odrzavanje nemijeliniziranosti

aksona u mozgu miSa zahtjeva ekspresiju PSA-NCAM-a (Charles i sur. 2000) i moze se redi
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da je ekspresija PSA-NCAM karakteristiCna za stratum marginale jer se ovdje nalazi glavnina
nemijeliniziranih vlakana. Zebrica i pastrva su uzgajane u okoliSno siromasnom okruzenju, no
ekspresija PSA-NCAM u stratum marginale je ve¢a nego u istom sloju kod smuda koji lovi
predvecer i no¢u. U nasoj studiji nismo imali protutijelo koje prepoznaje samo NCAM bez PSA
modifikacije, iz tog razloga smo napravili kontrolu specificnosti naseg protutijela. Ovo je
posebno bitno kod molekula kod kojih postranslacijska modifikacija mijenja funkciju molekule.
Pomoc¢u western blot metode smo pokazali specificnost protutijela na isklju¢ivo NCAM
molekulu koja ima na sebi vezanu polisijalinsku kiselinu.

Originalnost naSe studije je Sto se prvi puta promatra stvaranje novih neurona i reorganizacija
retinotektalne mape kroz ekspresiju PSA-NCAM-a u odnosu na ekolosku niSu koju istraZivane
vrste zauzimaju. Ekspresija PSA-NCAM opisana je u nekoliko radova u kojima se kao model
koristila isklju€ivo zebrica Danio rerio (Adolf i sur. 2006, Grandel i sur. 2006b, Kaslin i sur.) .
Trajna neurogeneza u periventrikularnoj sivoj tvari (PGZ) optickog tektuma odraslih riba vec je
prije zabilieZzena kod sablasne noz-ribe Apteronotus leptorhynchus (Zupanc i Horschke
1995), zebrice Danio rerio (Zupanc 2008b), zlatnog karasa Carassius auratus (Raymond i
Easter 1983), komarCe Sparus aurata (Zikopoulos i sur. 2000) i koljuske Gasterosteus
aculeatus (Ekstrom i sur. 2001).

Predatori moraju procijeniti brojne ¢imbenike koji doprinose uspjesnosti lova (Dugatkin 2013),
a posebice predatori koji se primarno navode vidom. Razvoj zivotinje u odredenom okoliSu
stvarat Ce trajni ekoloski pritisak Sto ¢e u konacnici dovesti do prilagodbi u gradi cijelog tijela,
a osobito mozga koji je sucelje izmedu Zivotinje i okolisa.

Ogranicenje nase studije je Cinjenica da neke ribe dolaze iz komercionalnog uzgoja. Tako je
recimo Saran prije izlova zivio u bogatijem okoliSu nego pastrva, jer su principi uzgoja
drugatdiji (Vandeputte 2003). Sarani se uzgajaju u velikim ribnjacima, s bogatom florom poput
trske uz rubove, biljnog detritusa i prisutnim predatorima (Dadebo i sur. 2015). Pastrve se
uzgajaju u betoniranim protoCnim bazenima koji za razliku od ribnjaka imaju relativno malu
raznolikost i nemaju velike sli¢nosti s prirodnim okoliSem. U obzir takoder treba uzeti Cinjenicu
da je stanje retinotektalne mape specificno za period uzorkovanja riba i da postoji mogucnost
utjecaja sezonskih promjena na strukturu retinotektalne mape zbog razli€itog intenziteta rasta
zZivotinje i shodno tome intenziteta rasta optiCkog tektuma. Dosadasnja istrazivanja migracije

neurona i neurogeneze obuhvacala su injiciranje analoga timidina — 5-bromodeoksiuridina
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kao markera stanica u diobi (Zupanc 2008b, Zupanc i sur. 2005) stoga naSe istrazivanje, koje
nije koristilo ovaj marker, ne moze u potpunosti odgovoriti na pitanje u kojim zonama mozga
je odrzana neurogena.

U narednom istrazivanju bilo bi korisno uz pomo¢ markera za diobu stanica, 5-bromodeoksi
uridina, pratiti distribuciju mati¢nih stanica te ju dovesti u vezu s ekspresijom PSA-NCAM-a u
pojedinom sloju. Takoder, pracenjem promjene distribucije radijalne glije i mijelinizacije tiekom
sezone mogao bi se odrediti stupanj utjecaja sezonskih promjena na reorzanizaciju i
laminaciju optickog tektuma. Jegulje su zbog svog polifazicnog Zivotnog ciklusa iznimno
zanimljive jer su drasticne morfoloSke promjene koje dozZivljavaju, tako se mozZe oCekivati i
drasti¢na promjena u gradi mozga tjekom ciklusa metamorfoze. Injiciranjem 5-bromodeoksi
uridina jegulji u razli€itim dijelovima sezone dobili bi smo odgovor na pitanje uloge radijalne
glije u tektumu ove ribe tijekom sezonske migracije. S druge strane, markeri plastiCnosti
neurona, osobito dendritogeneze, objasnili bi ulogu PSA-NCAM molekule u lokalnoj
reorganizaciji neurona. Prave koStunjaCe su izvrstan model za proucCavanje utjecaja okolisa

na organizaciju mozga.
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5. GLAVNI REZULATI | ZAKLJUCCI

Smanjenja ekspresija PSA-NCAM-a u so i sfgs u odnosu na druge slojeve optickog tektuma
kod zebrice, Stuke i smuda ukazuje na intenzivno koriStenje vida odnosno retinotektalna
mapa u tim podrucijima je stabilnija. Pastrvi koja je prema stupnju mijeliniziranosti u optickom
tektumu takoder vizulani predator, zbog manjeg ekoloskog pritiska i vizualno nestimulirajuceg
okoliSa ekspresija PSA-NCAM u so i sfgs je smanjena i podjednaka kao i u ostalim slojevima
tektuma. Izostanak mijelinizacije i podjednaka ekspresija PSA-NCAM kroz opti¢ki tektum
soma ukazuje na dominantno koriStenje somatosenzornih osjetila u lovu i navigaciji kroz

muljeviti bentos.

Saran je vrsta koja je dobro integrirala vid i somatosenzorna osjetila. Udjel opti¢kog tektuma u
mozgu Sarana ukazuje na dobro razvijene o€i $to mu je omogucilo smanjenje optickog
tektuma. Postojanje brkova na gubici i dodatnih reznjeva rostralnog dijela straznjeg mozga,
slaba mijeliniziranost u optic¢kom tektumu i visoke ekspresije PSA-NCAM u optickom tektumu

ukazuju na dominantno koriStenje i drugih osjetila u navigaciji i lovu.

Udio optickog tektuma u volumenu cijelog mozga veci je u vrsta koje se sluze vidom i kojima
je vid primarno integrativno srediSte kao Sto su zebrica i pastrva. Razvijeni osjet
kemorecepcije (Saran, som) i elektrocepcije (som) umanjuje udio tektuma u volumenu mozga

u ovisnosti o razvijenosti o€iju i vidnog Zivca.

Jedino jegulja ima radijalnu gliju razapetu kroz sve slojeve tektuma, a radi toga i mogucénost
migracije postmitotiCkih neurona u sve slojeve tektuma. Vrste koje se navode vidom (pastrva,

Saran, zebrica) odrZzavaju radijalnu gliju samo u marginalnoj zoni.
Prisutnost mijeliniziranih vlakana (SMI312 pozitivna) u tektumu znak je stabilizacije

retinotektalne mape i najobimnija je u zebrice, zatim pastrve pa Sarana. Mijeliniziranih vlakana

nema u tektumu jegulje.
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7. PRILOZI
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Zebrica 1
40
235
169
150
594
Pastrva 1
104
176
134
183

Smud 1
174
214
224
227

Stuka 1
234
222
173
199

Saran 1
20
58
94
135

Som 1
123
163
161
155

Jegulja 1
154
200
216
233

Zebrica 1

87
234
178
122
621

Pastrva 1

89
142
143
186

175
213
225
236

109
216
175
193

22
40
87
129

174
142
163
147

Jegulja 1

135
213
220
215

Zebrica 1

Pastrva 1

Jegulja 1

Zebrica2 Zebrica2 Zebrica2 Zebrica3 Zebrica3  Zebrica 3
165 6 107 9 124 134 135
236 222 234 207 135 133 142
187 137 141 144 148 170 153
149 182 228 200 225 198 191
737 547 710 560 632 635 621
Pastrva2 Pastva2 Pastrva2 Pastrva3  Pastrva3  Pastrva 3
106 109 125 93 177 174 179
113 129 152 142 196 205 197
154 130 132 135 197 199 200
197 234 236 235 212 217 219
Smud 2
173 180 134 162 220 184 221
215 214 215 217 219 219 219
225 225 225 225 224 224 224
232 229 229 229 224 225 224
Stuka 2
152 19 24 74 116 113 100
213 204 222 215 218 203 200
159 125 125 121 123 122 121
201 142 133 141 129 144 144
Saran 2
35 123 120 114 113 117 117
84 130 124 124 133 120 121
69 152 151 157 138 131 141
139 126 130 121 126 130 121
Som 2
155 83 142 127 138 119 114
167 129 151 129 138 138 127
160 129 129 129 138 127 127
160 130 129 97 132 122 130
Jegulj@a2 Jegulj@a2 Jeguja2 Jegulja3 Jegulja3  Jegulja3
113 184 175 145 118 116 121
215 224 217 216 210 201 208
255 218 221 215 198 204 213
217 212 218 223 213 214 220

807
1778
1427
1645
5657

1156
1452
1424
1919
5951

1623
1945
2021
2055
7644

91
1913
1244
1426

781
934
1120
1157

175
1284
1263
1202

1261
1904
1960
1965

sr.vrijednost
89.67

197.56
158.56
182.78

128.44
161.33
168.22
213.22
661.22

180.33
216.11
224.56
228.33
849.33

104.56
212.56
138.22
168.44

86.78
103.78
124.44
128.56

130.56
142.67
140.33
133.56

140.11
211.56
217.78
218.33

Tablica 3. Mjerenja vrijednosti PSA-NCAM u pojedinim slojevima opti¢kog tektuma kod istrazivanih vrsta
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