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1 UVOD

Ponasanje je jedna od najfleksibilnijih prilagodbi na okoliSne promjene i prva linija adaptacije na
nove uvjete (Tuomainen i Candolin, 2011). Regulacija ponasanja rezultat je sloZene interakcije
neuronskih, hormonalnih i okolisnih ¢imbenika, gdje klju¢nu ulogu imaju neuromodulatorni
sustavi koji, bez promjene osnovne anatomske strukture mozga, dinamicki mijenjaju funkcionalna
svojstva neuronskih krugova (Marder, 2012; Saggu i sur., 2025). Medu najvaZnije
neuromodulatore u kraljeznjaka ubrajaju se monoamini — dopamin, noradrenalin, adrenalin i
serotonin. Dopamin (DA) ima sredisnju ulogu u sustavu nagrade, motivaciji i agresiji (Korzan i sur.,
2000; Miczek i sur., 2002), dok noradrenalin (NA) i adrenalin (A) moduliraju paznju i odgovor na
stres (Tank i Wong, 2015; Stanford, 2020). Serotonin (5HT) se smatra klju¢nim regulatorom
emocionalnih stanja, ukljucujuéi anksioznost i socijalnu dominaciju (Olivier, 2015; Negoitd i sur.,
2025). Stoga, promjene u njihovim koncentracijama i medusobnim odnosima mogu znacajno
utjecati na ponasanje jedinki, ukljucuju¢i motivaciju, u€enje, memoriju, socijalne interakcije i

agresiju.

Zbog duboke evolucijske konzerviranosti monoaminskih putova, koja se prati unatrag 550
milijuna godina (Lewis i sur., 2025), monoaminski sustavi pruzaju idealnu osnovu za komparativna
istrazivanja na razli¢itim taksonomskim skupinama (Libersat i Pflueger, 2004; Strausfeld i Hirth,
2013; Moroz i sur., 2021; Lewis i sur., 2025). Unatoc znac¢ajnom napretku molekularnih metoda,
bioinformatickih alata i neuroznanosti, vecina istraZivanja i dalje se temelji na relativno
ograni¢enom broju modelnih organizama, prvenstveno laboratorijskim sisavcima (Chan i sur.,
2009). lako takvi dobro opisani i detaljno prouceni modeli imaju prednosti, njihova ekoloska
homogenost i filogenetska bliskost ograniCava razumijevanje funkcionalne raznolikosti
neuromodulatornih sustava (Carlson, 2012; Mathuru i sur., 2020). Gusteri predstavljaju posebno
zanimljiv model u neuroetoloskim istrazivanjima zbog sloZzenih i plasti¢nih socijalnih obrazaca koje
je moguce relativno jednostavno promatrati u prirodnim, ali i laboratorijskim uvjetima. Za razliku
od uvrijezenih modelnih organizama, gusteri su diuralne Zivotinje, Sto omogucuje korelaciju

neurokemije s dnevnim aktivnostima (Shine, 2013; Naumann i sur., 2015). Takoder, pokazuju
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izrazen spolni dimorfizam i kompleksne socijalne strukture (Kaliontzopoulou i sur., 2007), sto ih
¢ini pogodnim modelima za proucavanje spolnih razlika u neuroendokrinoj regulaciji ponasanja

(Woodley i sur., 2000).

Na podrucju isto¢nog Jadrana koegzistiraju dvije filogenetski bliske vrste — generaliticka primorska
gusterica (Podarcis siculus) i autohtona krska gusterica (Podarcis melisellensis) (Herrel i sur., 2008;
Jeli¢ i sur., 2015; Speybroeck i sur., 2016). Ove dvije vrste dijele slicna stanista i ekoloske nise, ali
pokazuju izrazene razlike u ponasanju i kompetitivhoj sposobnosti (Downes i Bauwens, 2002; Jeli¢
i sur., 2015). U zonama simpatrije Cesto dolazi do kompetitivnih interakcija izmedu ovih vrsta, pri
¢emu P. siculus pokazuje visu razinu agresivnosti i dominantnosti (Downes i Bauwens, 2002;
Limnios i sur., 2022). Preliminarna istrazivanja upucuju na to da bi neurokemijska podloga ove
razlike mogla lezati u dopaminskom sustavu. Naime, zabiljeZzeno je da muzZjaci P. siculus imaju
dvostruko vise razine dopamina u mozgu u odnosu na P. melisellensis (Nikolic i sur., 2019).
Medutim, za cjelovito razumijevanje ove dinamike potrebno je analizirati Siri neurokemijski profil,
ukljucujuci dinamiku prekursora i metabolita, te ekspresiju gena ukljucenih u metaboli¢ke putove

monoamina.

Unato¢ sve vecem interesu za neurokemijske mehanizme ponasSanja, analize monoamina u
bioloskim uzorcima i dalje predstavljaju znacajan analiticki izazov zbog njihove niske fizioloske
koncentracije, kemijske nestabilnosti i podloznosti brzoj oksidaciji, a kompleksnost bioloskog
matriksa dodatno oteZava njihovu pouzdanu kvantifikaciju (Bicker i sur., 2013; Xie i sur.,2018).
Tekuéinska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC), posebno u kombinaciji sa
spektrometrijom masa (LC-MS/MS), danas se smatra jednom od najpouzdanijih metoda za
simultanu detekciju i kvantifikaciju monoamina i njihovih metabolita u bioloskim uzorcima (Bicker
i sur., 2013; Bosse i sur., 2017; Shi i sur., 2022), no primjena takvih metoda u istrazivanjima

gmazova, posebice gustera, i dalje je relativno ogranicena.

S obzirom na izrazene razlike u ponasanju izmedu vrsta P. siculus i P. melisellensis, njihovu blisku
filogenetsku povezanost te ograni¢eno razumijevanje neurokemijske osnove tih razlika, ovaj

sustav predstavlja iznimno zanimljiv model za istraZivanje povezanosti monoaminskih sustava i
2



agresivnog ponasanja. Razumijevanje monoaminskog profila mozga ovih vrsta, zajedno s
analizom ekspresije gena uklju¢enih u monoaminske metabolicke puteve, moze doprinijeti
boljem razumijevanju neurobioloskih mehanizama koji oblikuju kompetitivne interakcije i

socijalno ponasanje u prirodnim populacijama.

Svrha ovoga rada jest po prvi put razviti, validirati i primijeniti analiticki pristup za istodobnu
analizu viSe monoamina, njihovih prekursora i metabolita u malim koli¢inama tkiva mozga
gustera. Razvijeni analiticki pristup, osim u herpetologiji, bit ¢e primjenjiv i na druge Zivotinjske
modele, pruzajuci time vrijedan alat za Siru neuroznanstvenu zajednicu. Dobiveni rezultati pruzit
¢e prvi cjelovitiji uvid u monoaminski profil mozga obaju spolova vrsta P. siculus i P. melisellensis
i u ekspresiju gena uklju¢enih u monoaminske puteve, ¢ime ¢e se doprinijeti razumijevanju
neurokemijske podloge njihove kompeticije, a potencijalno i Sirem razumijevanju invazivnosti

vrste P. siculus i zastite vrste P. melisellensis.

1.1 Ciljevi istrazivanja

Opdi cilj ovoga istrazivanja jest razjasniti monoaminski profil mozga jedinki vrste Podarcis siculus
i Podarcis melisellensis iz populacije u simpatriji, za koje su prethodno zabiljeZzene razlike u

ponasanju te analizirati ekspresiju gena uklju¢enih u metaboli¢ki put monoamina.
Specifi¢ni ciljevi:

1. Razviti i uspostaviti kromatografsku metodu primjenom spregnutog sustava tekucinske
kromatografije visoke ucinkovitosti i spektrometrije mase (LC-MS/MS) za analizu
monoamina, njihovih prekursora i metabolita u mozgu gustera.

2. lIstraziti razlike u razini monoamina, njihovih prekursora i metabolita u mozgu ove dvije
vrste gustera.

3. lIstraziti razlike izmedu ove dvije vrste gustera na razini ekspresije odabranih gena

uklju¢enih u monoaminske puteve, za koje se ustanove razliite razine u mozgu.



2 LITERATURNI PREGLED

2.1 Monoamini kao neuromodulatori ponasanja

Svi ZivCani sustavi podlozni su neuromodulaciji, dinamickom procesu u kojem specificne kemijske
tvari mijenjaju funkcionalna svojstva neurona i ucinkovitost sinaptickog prijenosa. Time
omogucavaju funkcionalnu prilagodbu neuronskih krugova bez promjene njihove osnovne
anatomske organizacije (Marder, 2012; Saggu i sur., 2025). Dok anatomska organizacija Cini
strukturnu osnovu mozga, upravo neuromodulatorni okolis odreduje koji ¢e se funkcionalni
krugovi aktivirati te kakav ée bihevioralni ishod iz toga proizaéi (Marder, 2012). Neuronska
komunikacija posredovana je razli¢itim skupinama neuroaktivnih tvari: neurotransmiterima,
neuromodulatorima i neurohormonima, koje se razlikuju ovisno o mehanizmu i vremenu
djelovanja. Dok se klasi¢ni neurotransmiteri otpustaju u sinapticku pukotinu te u vrlo kratkom
vremenskom intervalu (milisekunde) izravno aktiviraju ionske kanale, uzrokujuéi brze promjene
membranskog potencijala neurona, neuromodulatori djeluju sporije i imaju Sire podrucje
djelovanja. Njihovi ucinci na membranski potencijal neurona su dugotrajniji (sekunde, sati, dani,
tjedni). Za razliku od neurotransmitera i neuromodulatora, koji djeluju lokalno, neurohormoni se

otpustaju u cirkulaciju te ostvaruju ucinke na razini ¢itavog organizma (Libersat i Pflueger, 2004).

Medu najvaznijim neuromodulatorima i neurotransmiterima u kraljeznjaka nalaze se monoamini
— ponajprije serotonin (5HT), dopamin (DA), noradrenalin (NA) i adrenalin (A)— koji koordiniraju
Sirok raspon neurofizioloskih i homeostatskih procesa (Kandel i sur., 2021). lako sastavljeni od
relativno malog broja neurona, monoaminski sustavi imaju posebnu strukturnu organizaciju koju
karakterizira razgranata mreza projekcija kroz sredisnji Ziv€ani sustav, Sto im omogucuje
uskladivanje signalizacije izmedu razlicitih dijelova mozga (Bosse i sur., 2017). Stoga promjene u
koncentracijama monoamina i medusobnim odnosima znacajno utjecu na neuralnu funkciju i
ravnotezu odgovora na podrazaje, {ime monoamini predstavljaju klju¢nu poveznicu izmedu

neuronske aktivnosti i ponasanja (Marder i sur., 2012; Kandel i sur., 2021).

lako djeluju unutar snazno isprepletene neuromodulatorne mreze, pojedini monoamini povezani

su s relativno specifi¢cnim funkcionalnim ulogama. Serotonin ima Sirok utjecaj na regulaciju
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raspolozZenja, anksioznosti i agresije, kognitivnih procesa poput ucenja i pamcenja, motivacije i
sustava nagrade, kao i u kontroli hranjenja, seksualnog ponasanja, ciklusa budnost—spavanje,
termoregulacije, lokomotorne aktivnosti i autonomnih funkcija (Whitaker-Azmitia, 1999; Olivier,
2015; Negoita i sur., 2025). Dopamin ima sredisnju ulogu u neuralnim krugovima nagrade te
regulira motivaciju, lokomociju, u¢enje, agresiju i ponasanja povezana s prezivljavanjem (Schultz,
2015). Noradrenalin sudjeluje u modulaciji painje, stjecanja pamcenja te odgovora na stres i
prijetnju (Tank i Wong, 2015), dok adrenalin, zajedno s noradrenalinom, regulira razine
pobudenosti, budnosti i opée spremnosti organizma (Stanford, 2020). Klju¢no je naglasiti da
monoamini ne sudjeluju u primarnom prijenosu informacija, ve¢ moduliraju sinapticke i
izvanstani¢ne uvjete neuronske signalizacije, povecavajudi ili smanjujuci vjerojatnost aktivacije
cilinih neuronskih skupina (Azizi, 2022). Takva modulacija omogucuje fleksibilno prebacivanje
izmedu razli¢itih funkcionalnih i bihevioralnih stanja, primjerice izmedu eksploracije i opreza ili

socijalne tolerancije i agresije (Azizi, 2022; Marder, 2012; Goulty i sur., 2023).

2.2 Biosinteza i metabolizam monoamina

Razumijevanje biosinteze i metabolicke razgradnje monoamina klju¢no je za pravilnu
interpretaciju dinamike monoaminskih sustava, te Cini temelj za razumijevanje i istrazivanje

njihove funkcionalne organizacije.

Vedina monoamina nastaje iz dviju aromatskih aminokiselina - tirozina i triptofana, kroz niz
enzimskih reakcija koje su visoko ocuvane medu kraljeznjacima (Yamamoto i Vernier, 2011). Na

temelju kemijske strukture, primarno se dijele na katekolamine i indolamine (Kandel i sur., 2021).

U katekolamine ubrajamo dopamin (3,4-dihidroksifeniletilamin, DA), noradrenalin (3,4-
dihidroksifenil-B-etanolamin, NA) i adrenalin (3,4-dihidroksi-a-(metilamino)etanol, A),
monoamine koji sadrze katekolnu skupinu (benzenski prsten s dvije susjedne hidroksilne skupine),
na koju je vezan etilni lanac s amino skupinom. Svi se katekolamini sintetiziraju iz aminokiseline
L-tirozina (TYR) kroz zajednicki metabolicki put (Smeets i Gonzalez, 2000; Goldstein, 2012; Bosse

i sur.,, 2017; Fernandez i sur., 2023). Nasuprot njima, serotonin (5-hidroksitriptamin, 5HT),
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najznacajniji predstavnik indolamina, sadrzi indolnu skupinu — bicikli¢ki sustav benzenskog i
pirolnog prstena. Serotonin se sintetizira iz aminokiseline L-triptofana (Trp) (Richard i sur. 2009;

Kandel i sur., 2021; Holecek, 2026).

2.2.1 Katekolaminski put
2.2.1.1 Biosinteza, transport i metabolizam katekolamina

Biosinteza katekolamina u srediSnjem Ziv€anom sustavu visoko je oCuvan enzimski proces koji
zapocinje dopremom tirozina u neurone. Prvi i kljucni korak, koji ograni¢ava brzinu cijelog
procesa, jest hidroksilacija tirozina u L-3,4-dihidroksifenilalanin (L-DOPA) posredstvom enzima
tirozin-hidroksilaze (TH) (Goridis i Rohrer, 2002; Goldstein, 2021; Azizi, 2022). Nakon inicijalne
hidroksilacije, prekursor L-DOPA se dekarboksilira u DA djelovanjem enzima dekarboksilaze
aromatskih L-aminokiselina (AADC) (Goldstein, 2021; Azizi, 2022). Potom se, u dopaminergi¢nim
neuronima, DA putem vezikularnog transportera monoamina (VMAT) pohranjuje u sinapticke
vezikule, ¢ime je proces biosinteze zavrSen. Ovo pakiranje je klju¢no za zastitu molekula od
enzimske degradacije u citoplazmi te za njihovo kontrolirano otpustanje u sinapticku pukotinu
(Wimalasena, 2010). Nasuprot tome, u noradrenergi¢nim i adrenergi¢nim neuronima, DA se
unutar vezikula pod djelovanjem enzima dopamin B-hidroksilaze (DBH) hidroksilira u noradrenalin
(NA). Naposljetku, u adrenergi¢nim neuronima, NA moZe biti ponovno otpusten u citoplazmu
kako bi se pomoc¢u enzima feniletanolamin-N-metiltransferaze (PNMT) konvertirao u adrenalin

(A) (Kandel i sur., 2021; James i sur., 2023) (Slika 1.).
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Slika 1. Sinteza katekolamina. Preuzeto i prilagodeno prema Goridis i Rohrer (2002).

Jednom otpusteni, katekolamini u srediSnjem Zivéanom sustavu ostvaruju svoje ucinke vezanjem
na specificne metabotropne receptore (G-proteinom spregnute receptore), koji su podijeljeni u
razliCite obitelji: D1 i D2 obitelji za DA te a i B adrenergicki receptori za NA i A (Smeets i Gonzalez,
2000; Yamamoto i Vernier, 2011). Prekid neurokemijske signalizacije odvija se putem dvaju
glavnih mehanizama. Prvi ukljucuje ponovni unos (eng. reuptake) neurotransmitera u
presinapticki neuron putem specificnih transportera za dopamin (DAT) i noradrenalin (NET).
Nakon povratnog unosa, monoamin-oksidaze (MAOA i MAOB) mogu razgraditi neurotransmiter
unutar presinaptickog neurona kao alternativu njegovu recikliranju u vezikule, pri ¢emu je ovaj

mehanizam dominantan u strijatumu. Drugi mehanizam ukljuéuje enzimsku razgradnju



posredstvom katekol-O-metiltransferaze (COMT), koja djeluje neovisno o transporterima, u
sinapti¢koj pukotini ili postsinapticki, te je posebno izrazena u frontalnom korteksu. Krajniji
mjerljivi produkti ovih metabolickih puteva su homovanilicna kiselina (HVA), koja nastaje
razgradnjom DA, te vaniliimandeli¢na kiselina (VMA), kao glavni produkt metabolizma NA i A

(Eisenhofer i sur., 2004; James i sur., 2023).

2.2.1.2 Anatomija i fizioloska funkcija katekolamskog sustava

Katekolamini djeluju kao svestrani neuromodulatori koji, ovisno o mjestu otpustanja i ciljnim
receptorima, mogu imati ulogu neurotransmitera ili hormona u sistemskoj cirkulaciji. Njihova
fizioloska funkcija usko je povezana s anatomskom raspodjelom, Sto omogucuje specifi¢no i
koordinirano djelovanje unutar sredisSnjeg i perifernog Zivéanog sustava. Dok noradrenalin (NA) i
adrenalin (A) primarno posreduju u simpatickom odgovoru i homeostatskoj prilagodbi na stres,
dopamin (DA) modulira kompleksne kognitivne i motoricke funkcije (Eisenhofer i sur., 2004;

Kandel i sur., 2021; James i sur., 2023).

Dopamin se primarno sintetizira u dopaminergi¢nim neuronima srediSnjeg Ziv€anog sustava,
osobito u crnoj tvari (substantia nigra) i ventralnom tegmentalnom podrucju (VTA, eng. ventral
tegmental area), gdje primarno djeluje kao neurotransmiter (Judas i Kostovi¢, 2013). Prisutan je i
u hipotalamusu, dok se periferno proizvodi u enterickom Ziv€anom sustavu gastrointestinalnog
trakta (Li i sur., 2004). Ovakva anatomska organizacija dopaminskog sustava neposredno
odreduje i njegove funkcionalne domene, koje se manifestiraju kroz Cetiri glavna projekcijska
puta: nigrostrijatalni, mezolimbicki, mezokortikalni i tuberoinfundibularni. Nigrostrijatalni put
klju¢an je za kontrolu motorickih funkcija, tocnije, voljnih pokreta i fine motorike. Mezolimbicki
regulira procese motivacije, emocija i ucenja potkrepljivanjem te se Cesto opisuje kao sustav
nagrade. Mezokortikalni je uklju¢en u vise kognitivhe funkcije poput usmjeravanja painje,
planiranja i radnog pamcenja. Tuberoinfundibularni put ima vaznu ulogu u endokrinoloskoj

regulaciji jer kontrolira lu¢enje prolaktina iz hipofize (Judas i Kostovi¢, 2013; Kandel i sur., 2021).



Noradrenalin se sintetizira u simpati¢ckim neuronima perifernog ziv€anog sustava, kromafinskim
stanicama srzi nadbubreZne Zlijezde te u specificnim jezgrama mozdanog debla, prvenstveno
locus coeruleusu mozdanog debla (Goridis i Rohrer, 2002; Judas i Kostovi¢, 2013). Adrenalin se, s
druge strane, primarno sintetizira u kromafinskim stanicama srzi nadbubrezine Zlijezde.
Zahvaljujuci svojoj anatomskoj rasprostranjenosti, noradrenalinski i adrenalinski sustavi
funkcioniraju kao integrativni neuromodulatorni mehanizmi autonomne regulacije — kao
neurotransmiteri u simpati¢kim Ziv€anim zavrSecima, a otpustanjem u krvotok, kao hormoni
(Stanford, 2020). Ova dva sustava funkcioniraju kao integrativni mehanizmi autonomne
regulacije. Njihova glavna fizioloSka uloga ocituje se kroz aktivaciju simpatickog Ziv€anog sustava
u sklopu odgovora na opasnost (eng. fight or flight). Koordinirano djelovanje NA i A potice niz
promjena: prosirenje zjenica, ubrzanje sr¢anog ritma uz povisenje krvnog tlaka, vazokonstrikciju
Zila koze, bubrega i probavnog sustava, uz istodobno prosirenje krvnih Zila skeletnih misica te
pojacano i produbljeno disanje. Ove prilagodbe omogucuju usmjeren protok dobro oksigenirane
krvi bogate nutrijentima prema tkivima s povecanim metaboli¢kim zahtjevima, prvenstveno
¢ime se osiguravaju energetski resursi za motoricki odgovor (McCorry, 2007; Judas i Kostovié,
2013; Kandel i sur., 2021). Takva koordinirana aktivacija ne osigurava samo fizicku spremnost
organizma, vec istodobno pridonosi i pove¢anoj mentalnoj budnosti (eng. arousal) i usmjeravanju

kognitivnih resursa na izvor prijetnje (Aston-Jones i Cohen, 2005).

2.2.2 Serotoninski put
2.2.2.1 Biosinteza, transport i metabolizam

Biosinteza serotonina (5-hidroksitriptamina, 5HT) zapocinje aktivnim transportom esencijalne
aminokiseline L-triptofana (Trp) u serotonergi¢ne neurone. Prvi i ogranicavajudi korak predstavlja
hidroksilacija triptofana u 5-hidroksitriptofan (5HTP), katalizirana enzimom triptofan-

hidroksilazom (TPH). Naknadno se 5HTP dekarboksilira u aktivni serotonin (5HT) djelovanjem



dekarboksilaze aromatskih L-aminokiselina (AADC) (Judas i Kostovi¢, 2013; Kandel i sur., 2021)

(Slika 2.).
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Slika 2. Sinteza serotonina. Preuzeto i prilagodeno prema Goridis i Rohrer (2002).

Poput katekolamina, serotonin se u sinapticke vezikule pohranjuje putem VMAT-a (Alwindi i
Bizanti, 2023). Nakon otpustanja u sinapticku pukotinu, serotonin ostvaruje svoje ucinke
vezanjem na Sirok spektar receptora (5HT1-5HT7) s najmanje 14 podtipova, od kojih su gotovo
svi metabotropni, odnosno spregnuti G-proteinima, s iznimkom ionotropnog 5HT3 receptora

(Hoyer i sur., 2002; Berger i sur., 2009; Judas i Kostovi¢, 2013). Razliciti podtipovi serotoninskih
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receptora moduliraju neuronsku podrazljivost i funkcionalnu dinamiku mozdanih mreza,
posredujuci Sirok raspon fizioloskih i bihevioralnih odgovora. U kontekstu ovog istrazivanja, od
posebnog su znaCaja receptori 5HT1A i 5HT2B, koji predstavljaju funkcionalno oprecne
komponente. Aktivacija receptora skupine 5HT1 opcenito je povezana s inhibicijom agresivnog
ponasanja, dok aktivacija skupine 5HT2 (napose 5HT2A i 5HT2B) Cesto korelira s potenciranjem
impulzivnih i agresivnih odgovora (Takahashi i sur., 2010). Signalizacija serotonina prekida se
ponovnim unosom u presinapticki neuron putem specifi¢cnog serotoninskog transportera (SERT),
zatim se ponovno pohranjuje u vezikule pomoéu VMAT-a ili razgradi. Metaboli¢ka razgradnja se
odvija primarno djelovanjem enzima monoamin-oksidaze (MAO), pri ¢emu nastaje 5-
hidroksiindolacetaldehid koji se zatim pretvara u glavni metabolit, 5-hidroksiindoloctenu kiselinu
(5-HIAA) (Mohammad-Zadeh i sur. 2008; Kandel i sur., 2021). MAO se pojavljuje u dvije varijante
- MAOA i MAOB, smjeStene na vanjskoj mitohondrijskoj membrani, koji imaju djelomi¢no
preklapajucu, ali funkcionalno razli¢itu, ulogu u metabolizmu monoamina. Dok MAOA
preferencijalno metabolizira serotonin, MAOB ima vaznu ulogu u odrZzavanju monoaminske
homeostaze u serotonergi¢cnim neuronima sprjecavanjem akumulacije drugih monoamina (Frazer

i Hensler, 1999; Goldstein, 2021).

2.2.2.2 Anatomija i fizioloska funkcija serotoninskog sustava

Serotonin djeluje kao klasi¢ni neurotransmiter, Siroko rasprostranjen neuromodulator te hormon.
Dok se periferni serotonin sintetizira pretezito u enterokromafinskim stanicama crijevnog epitela,
serotonin prisutan u srediSnjem Ziv€anom sustavu potjece iskljucivo iz serotonergi¢nih neurona.
Uslijed nepropusnosti krvno-mozdane barijere, ova dva sustava funkcionalno su odvojena

(O'Mahony i sur., 2015; Kandel i sur., 2021).

U sisavaca, anatomska organizacija srediSnjeg serotoninskog sustava obuhvaca neurone
smjestene u jezgrama rafe duz medijalne linije mozdanog debla, grupirane u jezgre B1-B9. Ove
jezgre dijele se na rostralnu skupinu (B5—B9), ¢iji neuroni Salju uzlazne projekcije prema prednjem

mozgu, i kaudalnu skupinu (B1-B3), koja ostvaruje silazne projekcije prema mozdanom deblu i
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lednoj mozdini (Jacobs i Azmitia, 1992; Judas i Kostovi¢, 2013; Jacob i Nienborg, 2018). Posebno
se istiCe dorzalna jezgra rafe (DRN; B6 i B7), koja predstavlja glavni izvor serotonergi¢ne inervacije
mozdane kore te ostvaruje projekcije prema drugim subkortikalnim strukturama, ukljuCujuci
hipokampus, amigdalu, talamus i hipotalamus (Negoita i sur., 2025). Osim izravnog djelovanja,
serotoninski krugovi iz jezgara rafe neizravno moduliraju gotovo sve ostale neurotransmiterske
mrezZe, ukljuCujuc¢i dopaminski sustav u ventralnom tegmentalnom podrucju i noradrenalinski
sustav u kompleksima nazvanim locus coeruleus. Ovakva Siroka, difuzna projekcijska mreza
omogucuje serotoninu da istodobno koordinira aktivnost velikog broja funkcionalno razli¢itih

mozdanih regija (Hale i Lowry, 2011; Judas i Kostovi¢, 2013; Kandel i sur., 2021).

Serotonin koordinira brojne procese kljucne za bihevioralnu ekologiju jedinke, kao Sto su temeljni
obrasci ponasanja — odvaznost-plahost (eng. boldness-shyness), izbjegavanje-istrazivanje (eng.
avoidance-exploration), razina aktivnosti, socijabilnost i agresivnost (Berger i sur., 2009; Bacqué-
Cazenave i sur., 2020). U kontekstu socijalnih interakcija, djeluje kao snazan modulator agresije,
poticudiiliinhibirajuci agresivno ponasanje, ovisno o motivacijskom stanju organizma (Krakowski,
2003). Nadalje, serotonin ima srediSnju ulogu u emocionalnoj regulaciji, osobito u kontroli
anksioznosti i odgovora na stres (Bergeri sur., 2009; Kandel i sur., 2021). Uz to, serotoninski sustav
znacajno doprinosi odrzavanju homeostaze sudjelujuci u regulaciji ciklusa spavanja i budnosti,

termoregulacije te kardiovaskularne funkcije (Negoita i sur., 2025).

2.3 Evolucijska konzerviranost monoaminskih sustava

Monoaminski sustav predstavlja jedan od evolucijski najkonzerviranijih neuromodulatornih
sustava u kraljeZznjaka. Organizirani skupovi monoaminergi¢nih neurona u prednjem i straznjem
mozgu prisutni su u svim dosad istrazenim skupinama kraljeznjaka (Yamamoto i Vernier, 2011;
Lewis i sur., 2025), a koncept duboke homologije (eng. deep homology) upucuje da osnovni
neuromodulatorni mehanizmi potjecu jos od zajednickih bilateralnih predaka (Strausfeld & Hirth,
2013). Razvoj monoaminergi¢nih neurona reguliran je duboko konzerviranim transkripcijskim

mehanizmima koji su o¢uvani kroz priblizno 550 milijuna godina evolucije bilaterija (Lewis i sur.,
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2025). Postojanje takve zajednicke regulatorne osnove koja odreduje monoaminergi¢ne neurone
pruza ¢vrst temelj za komparativna istrazivanja i upucuje na to da su osnovni principi formiranja
ovih neurona postojali prije nastanka slozenih neuroanatomskih struktura (Strausfeld i Hirth,
2013; Lewis i sur., 2025). Ova visoka razina konzerviranosti upucuje na to da su monoamini vrlo
rano preuzeli kljuénu ulogu u regulaciji neuronske aktivnosti (Libersat i Pflueger, 2004), pri ¢emu
je oCuvana ne samo njihova anatomska raspodjela (Yamamoto i Vernier, 2011), ve¢ i temeljna

nacela projekcijske organizacije (Goulty i sur., 2023).

Na molekularnoj razini, monoamini, pripadajuci biosintetski enzimi i receptori pokazuju visok
stupanj slicnosti medu razli¢itim taksonomskim skupinama (Moroz i sur., 2021). Visoka razina
konzerviranosti njihovih struktura i uloga u sinaptickom prijenosu predstavlja temelj za
proucavanje obrazaca ponasanja i prateéih neurokemijskih procesa na evolucijski jednostavnijim
organizmima (Libersat i Pflueger, 2004). Takav pristup dodatno je osnaZen razvojem suvremenih
molekularnih metoda, ukljucujuéi tehnologije sekvenciranja nove generacije i napredne
bioinformaticke alate, koji omogucuju istrazivanje genske ekspresije, regulacije i funkcije u
vrstama koje tradicionalno nisu koristene kao modelni organizmi. Veliki broj gena ima o€uvanu
ekspresiju koja se mozZe pratiti do zajednickog evolucijskog podrijetla, a usporedne analize njihove
ekspresije u razlicitim tkivima i taksonomskim kategorijama (riba, Zaba, kokos, mis, covjek)
pokazale su najvecu slicnost ekspresije gena ukljuéenih u neuromodulaciju (Chan i sur., 2009).
Njihova Siroka rasprostranjenost u Zivotinjskom carstvu, potvrdena biokemijskim te
histokemijskim analizama, takoder upudéuje na visok stupanj filogenetske ocuvanosti
monoaminskih sustava (Gargaglioni i sur., 2008). lako su ovi biokemijski putevi u velikoj mjeri
oCuvani, promjene u nacinu koriStenja neurotransmitera unutar homolognih neurona mogu
predstavljati kljucne pokretace evolucijskih prilagodbi Zivéanih krugova kroz filogeniju (Loer i sur.,
2025). Kao klju¢ne tocke integracije signala, oni moduliraju rad neuronskih krugova djelujuciizvan
okvira fiksne anatomske povezanosti (Bargmann, 2012; Nicastro i Greenwood, 2016) Cime
omogucduju stvaranje razli¢itih bihevioralnih ishoda iz iste anatomske osnove, ovisno o fizioloSkom
stanju i ekoloskim zahtjevima organizma (Harris-Warrick, 2011). Prvenstveno zbog duboke
evolucijske konzerviranosti monoaminskih sustava, kao i uloge u prilagodbi ponasanja razli¢itim
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fizioloSkim i ekoloSkim uvjetima, njihovo proucavanje zahtijeva komparativni pristup koji nadilazi
ograni¢en skup uvrijezenih modelnih organizama. Proucavanje ovih sustava na evolucijski
"jednostavnijim" modelima poput gustera roda Podarcis pruza klju¢an uvid u temeljne principe

neuronske prilagodbe bez kompleksnosti koju donosi ekstremna sloZzenost neokorteksa sisavaca.

2.4 Gmazovi kao model u neurobiologiji

Suvremena neuroznanost u velikoj se mjeri oslanja na ograni¢en broj modelnih organizama,
ponajprije sisavaca uzgojenih i odrzavanih u laboratorijskim uvjetima. lako su takvi modeli od
iznimne vrijednosti te se smatraju metodoloskim standardom, njihova ekoloska uniformnost i
filogenetska bliskost mogu ograniciti potpuno razumijevanje evolucijske i funkcionalne
raznolikosti neuromodulatornih sustava. Zajedni¢ko amniotsko podrijetlo gmazova, ptica i
sisavaca pozicionira gmazove kao kljuénu kariku za komparativna i evolucijska istrazivanja
Ziv€anog sustava. UnatoC tom strateskom poloZaju, gmazovi su i dalje nedovoljno zastupljeni u
neurobioloskim istrazivanjima (Kabelik i Hofmann, 2018). Upravo zbog ovog strateskog
filogenetskog polozaja i konzerviranosti monoaminskih sustava, gusteri mogu posluziti kao
vrijedan model za proucavanja temeljnih mehanizama ponasanja i monoaminske modulacije, s

potencijalnom primjenom na druge amniote (Naumann i sur., 2015; Ginturkdn i sur., 2016).

Za razliku od noc¢nih i fosorijalnih laboratorijskih glodavaca, mnoge vrste gustera su dnevno
aktivne (diurnalne) te ispoljavaju kompleksna socijalna ponasanja koja su izravno usporediva s
onima u ptica i sisavaca (Shine, 2013; Naumann i sur., 2015). Uz to, gusteri predstavljaju i izvrsne
modele za istraZzivanje spolnog dimorfizma u neuroendokrinoj regulaciji ponasanja (Woodley i
sur., 2000), zbog jasno izraZzenih i lako prepoznatljivih fenotipskih razlika izmedu muzjaka i Zenki
(Kaliontzopoulou i sur., 2007). lako su se neuroetoloska i molekularna istrazivanja, ukljucujuci ona
usmjerena na agresiju i socijalnu dominaciju, tradicionalno u velikoj mjeri oslanjala na muzjake
kao modelne organizme, agresivno ponasanje Zenki u kompeticiji za resurse, teritorij ili partnere
jednako je ucestalo i bioloski relevantno (Woodley i sur., 2000). Buduci da se reproduktivna
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fiziologija i evolucijski pritisci ¢esto razlikuju izmedu spolova, ne moZe se pretpostaviti da isti
fizioloski mehanizmi upravljaju ponasanjem muZjaka i Zenki. U skladu s time, u razlicitim
Zivotinjskim vrstama zabiljezene su razlike medu spolovima u razinama monoamina, ukljucujuci
serotonin, dopamin i noradrenalin (Choleris i sur., 2018). Gmazovi u tom kontekstu predstavljaju
osobito prikladan modeli jer oba spola ¢esto pokazuju jasno izrazene i lako mijerljive obrasce
ponasanja, Sto omogucuje izravnu usporedbu neuroendokrinih mehanizama unutar iste vrste

(Woodley i sur., 2000).

Posebna vrijednost gmazova kao modelnih organizama proizlazi iz Cinjenice da se njihove
fizioloske i bihevioralne reakcije na okoliSne promjene i stresore, ukljuCujuci i one povezane s
predacijom, mogu istrazivati i mjeriti kako u prirodnom staniStu, tako i u kontroliranim
laboratorijskim uvjetima. lako se gmazovi ¢esto percipiraju kao zahtjevni za laboratorijski rad zbog
duljeg generacijskog vremena, ogranicenog reproduktivnhog ucinka u kratkim vremenskim
razdobljima te sloZenih uvjeta drzanja i razmnozZavanja u zatoceniStvu, upravo te osobine
predstavljaju prednost u razvoju novih, ekoloski smislenih eksperimentalnih paradigmi koje bolje
odraZavaju prirodnu varijabilnost i adaptivnu vrijednost ponasanja (Poletta i sur., 2013).
Proucavanje jedinki iz divljine pritom smanjuje pristranosti povezane sa stalnim laboratorijskim
uvjetima te omogucuje razumijevanje djelovanja neuromodulatornih sustava, poput
monoaminskih, u stvarnim okoliSnim i socijalnim uvjetima (Manger i sur., 2008; Carlson, 2012;
Mathuru i sur., 2020), no takva su istraZivanja i dalje vrlo ograni¢ena na gmazovima. lako su u
neurobioloskim istrazivanjima jos uvijek nedovoljno zastupljeni, gmazovi se sve vise prepoznaju
kao vrijedni eksperimentalni modeli za proucavanje temeljnih fizioloskih i regulatornih

mehanizama (Silva i sur., 2024).

2.5 Rod Podarcis kao model za proucavanje monoaminske regulacije ponasanja

Gusteri (Sauria) obuhvacaju iznimno raznoliku skupinu kraljeznjaka s vise od 5500 opisanih vrsta
diljem svijeta. Unutar europske herpetofaune, istice se porodica Lacertidae, koja u Hrvatskoj Cini

¢ak 20 % ukupnog broja vrsta gmazova (Jeli¢ i sur., 2015). Unutar ove porodice, rod Podarcis
15



(Wagler, 1830) je najbrojnija i najrasirenija skupina gustera mediteranske regije, s vise od 25

trenutno priznatih vrsta (Arnold i sur., 2007; Senczuk i sur., 2019).

Na istocnom lJadranu, ovaj rod predstavlja izuzetan sustav za proucavanje evolucijske i
bihevioralne plasti¢nosti, prvenstveno uslijed intenzivnih kompetitivnih interakcija izmedu dviju,
ekoloski bliskih, vrsta — endemske krske gusterice (Podarcis melisellensis) i generalisticke
primorske gusterice (Podarcis siculus) (Herrel i sur., 2008; Jeli¢ i sur., 2015; Speybroeck i sur.,
2016). Obje vrste odrzavaju slican raspon tjelesne temperature (32—36 °C) (Downes i Bauwens,
2002), hrane se prvenstveno beskraljeznjacima (Speybroeck i sur., 2016), a hranu aktivno traze
na travnjacima, suhozidima, u maslinicima i vinogradima (Grbac i Bauwens, 2001). Takoder, obje
vrste ispoljavaju izrazeno teritorijalno ponasanje (Downes i Bauwens, 2004). Upravo zbog toga,
na podrucju istonog Jadrana gdje im se areali preklapaju, dolazi do izravne kompeticije koja, na
nekim mjestima rezultira potiskivanjem autohtone P. melisellensis (Jeli¢ i sur., 2015). lako dijele
niz morfoloskih i ekoloskih obiljezja, bitno se razlikuju u razini agresivnosti, istrazivackom
ponasanju, kompetitivnoj sposobnosti i invazivhom potencijalu (Grbac i Bauwens, 2001; Downes
i Bauwens, 2004; Damas-Moreira i sur., 2024; Glogoski i sur., 2024). Unato¢ evolucijskoj
divergenciji (Podnar i sur., 2004; Sherpa i sur., 2023), ¢injenica da ove koegzistirajuce vrste mogu
hibridizirati u prirodi (Gorman i sur., 1975; Capula, 1992) potvrduje njihovu blisku genetsku i
fiziolosku srodnost, cine¢i ih pogodnim modelom za razjaSnjavanje kako suptilne razlike u

monoaminskim profilima mogu rezultirati drasti¢no razli¢itim bihevioralnim ishodima.

2.5.1 Znacajke vrste Podarcis siculus

Podarcis siculus (Rafinesque-Schmaltz, 1810), primorska gusterica, vrsta je izvorno
rasprostranjena duz Apeninskog poluotoka — u kontinentalnom dijelu Italije, na Siciliji i Sardiniji
(Mo i Mo, 2021; Valerioti i Sperone, 2024). Van teritorija Italije prirodno je prisutna duz isto¢ne
jadranske obale (Slovenija, Hrvatska, Bosna i Hercegovina, Crna Gora) (Jeli¢ i sur., 2015). Uslijed
iznimne prilagodljivosti, uspjeSno je unesena u mnogim podrucjima van prirodnog areala,

ukljucujuc¢i SAD, Sjevernu Afriku, brojne mediteranske zemlje (Pirinejski poluotok, Turska,
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Francuska) i Rusiju, $to ju uvrstava medu gmazove s najistaknutijim globalnim invazivnim
potencijalom (Silva-Rocha i sur., 2012; Ortega i sur., 2016; Speybroeck i sur., 2016). Vrsta
naseljava Sirok spektar stanista - od stjenovitih obala, kamenjara, Sikara, livada i rubnih dijelova
Suma do suhozida, rubova prometnica, poljoprivrednih zemljista, urbanih parkova i zgrada (Silva-
Rocha i sur., 2012; Jeli¢ i sur., 2015; Ortega i sur., 2016; Speybroeck i sur., 2016; Valerioti i
Sperone, 2024). Okomita raspodjela seze od razine mora pa sve do 1000 m nadmorske visine, vrlo
rijetko i do 2200 m (Etna, Sicilija) (Jeli¢ i sur., 2015; Speybroeck i sur., 2016). U urbanim podrucjima
Cesto koristi gradevine i zasadena stabla kao zaklon, Sto uvelike pogoduje slu¢ajnom prenosenju
posredstvom ljudi i daljnjem Sirenju areala (Silva-Rocha i sur., 2012). Kao heliotermna vrsta, P.

siculus preferira otvorena stanista s visokom insolacijom (Ortega i sur., 2016).

DuZina tijela jedinki doseZze 9 cm od vrha njuske do necisnice (eng. snout-vent length, SVL) (Arnold
i sur.,2007; Jeli¢isur., 2015; Speybroeck i sur., 2016), a zajedno s duZinom repa (eng. total length,
TL) moze doseci 26 cm (Speybroeckii sur., 2016). Ledna strana tijela najéesce je zelene, maslinaste
ili svijetlosmede boje s uzduznim prugastim uzorkom svjetlijih i tamnijih linija ili to¢aka, dok je u
nekim populacijama prisutan mrezasti ili tockasti uzorak, a zabiljezene su i uniformno obojane
jedinke, bez Sara. Trbusna strana obi¢no je bijele ili sive boje, a na bo¢nim stranama su cesto
izrazene karakteristicne plave tocke (Jeli¢ i sur., 2015; Speybroeck i sur., 2016). Vrsta pokazuje
izrazeni spolni dimorfizam, gdje su muZzjaci znatno vedi (prosjecni SVL muZjaka iznosi 73 mm
naspram 65 mm kod Zenki) i teZi od Zenki, s primjetno Sirim glavama i duzim repovima (Slika 3.)

(Jeli¢isur., 2015; Ortega i sur., 2016).
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Podarcis siculus

Podarcis siculus

Slika 3. Prikaz fenotipa muzjaka i Zenke vrste Podarcis siculus. Preuzeto i prilagodeno prema

Speybroeck (2016).

Prehrana primorske gusterice primarno se temelji na beskraljeznjacima, osobito ¢lankonoscima,
no njezina Siroka prilagodljivost oCituje se i u varijabilnom sastavu prehrane, ovisno o dostupnosti
resursa (Zuffi i Giannelli, 2013). Tako je primijeceno da pojedine populacije kao izvor prehrane
koriste biljni materijal, ukljucujuéi nektar i plodove, kao i male kraljeznjake poput macaklina i
patuljastih rovki (Taverne i sur., 2019). Zabiljezeni su i rijetki slucajevi kanibalizma nad mladim
jedinkama, ali i oportunistickog hranjenja antropogenim otpadom (Capula i Aloise, 2011; Mo i

Mo, 2021).

Aktivna je u razdoblju od veljaée do studenog, a sezona parenja traje od travnja do lipnja

(Speybroeck i sur., 2016). Kao oviparna vrsta, P. siculus pokazuje iznimno visok reproduktivni
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potencijal - Zenke mogu poloziti 5 legala godisnje, pri ¢emu svako leglo moZe sadrzavati izmedu 2
i 12 jaja (Arnold i sur., 2007; Jeli¢ i sur., 2015). Spolna zrelost kod muZjaka nastupa u prosjeku
nakon jedne godine, a kod Zenki izmedu prve i druge godine Zivota, nakon Sto jedinke dosegnu 5

cm od vrha njuske do necisnice. U zatoceniStvu mogu Zivjeti do 13 godina (Jeli¢ i sur., 2015).

2.5.2 Znacajke vrste Podarcis melisellensis

Podarcis melisellensis (Braun, 1877), krska gusterica, endemska je vrsta isto¢nog Jadrana, strogo
zasticena Zakonom o zastiti prirode (NN 70/05; 139/08; 57/11). Nalazi se na Dodatku IV Direktive
o zastiti prirodnih stanista i divlje faune i flore Europske unije (Direktiva o staniStima) te na
Dodatku Il Konvencije o zastiti europskih divljih vrsta i prirodnih stanista (Ajtic i sur., 2009; Jeli¢ i
sur., 2015). Prema kriterijima Medunarodnog saveza za o€uvanje prirode, vrsta je uvrstena na
Crveni popis ugrozenih vrsta (IUCN Red List) u kategoriju najmanje zabrinjavajucih vrsta (Bowles,
2024). Njezin areal proteze se od sjeveroistocne Italije, preko obalnog pojasa Slovenije, Hrvatske
(ukljucujuci brojne otoke), Bosne i Hercegovine, Crne Gore pa sve do sjeverozapadne Albanije

(Jeli¢isur., 2015; Speybroeck i sur., 2016).

Preferira suncana i suha stanista s barem nesto grmovite i zeljaste vegetacije (Jeli¢ i sur., 2015;
Speybroeck i sur., 2016). Prisutna je u rijetkim Sumama s niskim grmljem, Sikarama, rubovima
makije, na otvorenim, travnatim obroncima, kamenitim livadama, pasnjacima, liticama te na
obalnom kamenjaru i $ljunkovitim zalima. Antropogena stanista ukljucuju vinograde, maslinike,
rubove putova, nasipe uz ceste, povrtnjake i druge ruderalne zajednice. Skloniste uglavnom
pronalazi u rupama i vegetaciji, rjede u pukotinama i procjepima stijena (Tiedemann i Henle,
1986; Arnold, 1987). Okomita raspodjela seze od razine mora do oko 1400 m nadmorske visine
(Speybroecki sur., 2016), no vecina populacija nalazi se u podrucjima do 1000 m nadmorske visine
(Gasci sur., 1997; Ajtic i sur., 2009; Jeli¢ i sur., 2015). lako je izuzetno prilagodena na teske krske
uvjete, u zonama gdje dolazi u kontakt s P. siculus, krSka guSterica Cesto biva potisnuta u

suboptimalna mikrostanista. Ekoloska istrazivanja upucuju na to da glavni uzrok ovog povlacenja
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lezi u nizZoj razini interspecijske agresivnosti ove vrste (Downes i Bauwens, 2002; Vervust i sur.,

2009).

DuZina tijela (SVL) obi¢no iznosi izmedu 6,5 cm, dok ukupna duzina s repom moze doseci 22 cm.
Ledna strana je najées¢e smeda, siva ili maslinasto zelena, s izrazenim svijetlim uzduznim
prugama, a u muzjaka vanjske trbusne ljuske mogu biti plave boje (Arnold i sur., 2007). Nerijetko
se pojavljuju i jednoli¢no obojene jedinke (Speybroeck i sur., 2016). Karakteristicno obiljezZje vrste
je izrazeni intraspecijski polimorfizam obojenosti trbuha u muzjaka (bijeli, Zuti ili narancasti), koji
korelira s razli¢itim bihevioralnim strategijama (Huyghe i sur., 2007). Narancasti muzjaci u pravilu
su krupniji i dominantniji, dok Zuti i bijeli pokazuju smanjene razine teritorijalnosti i agresivnosti

(Huyghe i sur., 2009) (Slika 4.).

Podarcis melisellensis

Slika 4. Prikaz fenotipa muZzjaka i Zenke vrste Podarcis melisellensis. Preuzeto i prilagodeno

prema Speybroeck (2016).

Prehrana se primarno temelji na beskraljeznjacima, uz manji udio biljne hrane, a to¢an sastav ovisi

o dostupnosti resursa unutar stanista (Jeli¢isur., 2015; Speybroecki sur., 2016). Postoji korelacija
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izmedu veliCine jedinke i plijena, pri ¢emu se odrasli muzjaci hrane krupnijim beskraljeznjacima u
odnosu na Zenke i mladunce, a zabiljezeni su i rijetki slucajevi kanibalizma (Tiedemann i Henle

1986).

Diuralna je vrsta aktivna od veljace do studenoga, dok je na nekim otocima aktivna cijelu godinu
(Jeli¢isur., 2015; Speybroecki sur., 2016). Sezona parenja zapocinje u proljec¢e, nakon hibernacije,
agresivnom obranom teritorija i udvaranjem muzjaka. Parenje se odvija u travnju i svibnju, a
Zenke polazu 1 do 3 legla godisnje, obi¢no s 2 do 8 jaja (Bejakovic¢ i sur., 1995; Arnold i sur., 2007).
Mladunci se izlijezu u srpnju s duljinom tijela do 4 c¢cm, Sto ih Cini vrlo podloZznima napadima
predatora (Jeli¢ i sur., 2015). lako visok, reproduktivni potencijal krske gusterice u prosjeku je
manji nego onaj P. siculus, $to je josS jedan od bitnih ¢imbenika u njezinu potiskivanju tijekom

interspecijske kompeticije.

2.5.3 Bihevioralni i neurobioloski aspekti kompeticije izmedu Podarcis siculus i Podarcis

melisellensis

Istrazivanje odnosa P. siculus i P. melisellensis na istocnom Jadranu ve¢ je sredinom proslog
stoljeca proveo Radovanovic¢ (1956) i opisao ga kao klasi¢an primjer kompetitivnog iskljucenja. Na
vecini manjih otoka jadranskog arhipelaga obitava samo jedna od ovih dviju vrsta, dok se na veéim
otocima pojavljuju obrasci parapatrije ili tek marginalne simpatrije, a potpuna je simpatrija rijetka
i prostorno ograni¢ena (Gorman i sur., 1975). Takav nacin raspodjele upucuje na snazan utjeca;j
interspecijske kompeticije pri oblikovanju njihovog areala. Ovu pojavu empirijski su potvrdili Nevo
i sur. (1972), eksperimentalno uvodedi pet odraslih parova P. siculus s otoci¢a Pod Kopiste na Pod
Mrcaru, otoci¢ do tada iskljucivo naseljen vrstom P. melisellensis. Dugoroéno pracenje populacija
pokazalo je da je u svega 36 godina P. siculus u potpunosti potisnula autohtonu populaciju P.
melisellensis, a geneti¢ke analize mitohondrijske DNA potvrdile su da danasnju populaciju na Pod
Mrcari Cine isklju¢ivo potomci izvorno uvedene populacije (Herrel i sur., 2008). Ovaj
dokumentirani proces predstavlja reprezentativni primjer kompetitivnog potiskivanja uslijed
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bihevioralne i ekoloske superiornosti uvedene vrste te Cini temelj za daljnja neuroetoloska

istrazivanja.

Razjasnjavanje mehanizama kompetitivnog potiskivanja nastavljeno je nizom suvremenih studija
koje su detaljno analizirale bihevioralne razlike izmedu P. siculus i P. melisellensis, pri ¢emu
rezultati upucuju da se kompetitivha nadmoc vrste P. siculus temelji na tri klju¢na aspekta:
asimetric¢noj agresiji, veéoj eksploatacijskoj ucinkovitosti iskoriStavanja resursa, metaboli¢koj

ucinkovitosti te specificnim bihevioralnim strategijama.

Eksperimenti u kontroliranim uvjetima na mladuncima pokazali su postojanje asimetricne
interakcije izmedu ovih dviju vrsta. U interspecijskim susretima, P. siculus je bila agresivnija i
dominantnija, koristila je optimalna toplinska mikrostanista te brze rasla, dok je P. melisellensis
pokazala sporiji rast i pristup suboptimalnim toplinskim mikrostanistima. Dobiveni podaci idu u
prilog tezi da je upravo agresivno ponasSanje P. siculus klju¢ni ¢imbenik koji odreduje ishod

kompeticije izmedu ovih dviju vrsta (Downes i Bauwens, 2002).

Osim izravne agresije, invazivni potencijal P. siculus temelji se i na njezinoj bihevioralnoj i
metaboli¢koj ucinkovitosti iskoriStavanja resursa. Istrazivanja u kontroliranim uvjetima pokazala
su da jedinke ove vrste redovito prve pronalaze hranu, brze je konzumiraju te posljedi¢no brze
dobivaju na tjelesnoj masi u usporedbi s autohtonim srodnim vrstama. Pretpostavlja se da ovakva
ucinkovitost u eksploatacijskoj kompeticiji olakSava P. siculus uspjeSnu uspostavu populacija na
novim staniStima i postupno istiskivanje nativnih gustera (Limnios i sur., 2022; Damas-Moreira i

sur., 2024).

Glogoski i sur. (2024) su primjenom testova otvorenog polja i radijalnog labirinta analizirali
asocijalna ponasanja u P. siculus i P. melisellensis, povezana s kompeticijom. P. siculus pokazala je
izraZenije istrazivacko ponasanje, veci unos hrane, ali i manju sklonost rizichnom ponasanju na
nepoznatom teritoriju u odnosu na P. melisellensis. Upravo kombinacija istraZivacke ucinkovitosti
i opreza upucuje na postojanje intrinzicnih bihevioralnih osobina koje pridonose kompetitivnoj

nadmodi i invazivnom potencijalu vrste P. siculus.
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Utvrdene razlike u agresivnosti, socijalnoj dominaciji i eksploatacijskoj kompeticiji izmedu ovih
vrsta upucuju na razmatranje njihove moguce neurobioloske osnove. Recentna literatura
naglasava vaznost roda Podarcis kao izvrsnog modela u translacijskim istrazivanjima, zbog
¢injenice da su molekularni i biokemijski odgovori zabiljezeni kod ovih gustera ¢esto usporedivi s
onima u sisavaca (Scudiero i sur., 2025). lako su neuroetoloska istrazivanja na rodu Podarcis jo$
uvijek nedovoljno zastupljena u literaturi, studije na drugim vrstama gustera jasno su pokazale da
serotoninski i katekolaminski sustavi imaju klju¢nu ulogu u regulaciji socijalnog statusa i agresivnih
interakcija. Primjerice, u mozgu vrste Anolis carolinensis utvrdene su znacajne razlike u
serotoninskoj (5HT, 5-HIAA) i dopaminskoj aktivnosti (DA, HVA) izmedu dominantnih i podredenih
jedinki (Summers i sur., 1997; Summers i sur., 2005). U drugoj vrsti gustera, Agama stellio stellio,
Michaelidis i sur. (2002) kvantificirali su koncentracije monoamina i njihovih metabolita (5HT, 5-
HIAA, DA, DOPAC, HVA, NA) u mozgu te potvrdili njihovu uklju¢enost u neurokemijsku regulaciju
fizioloskih stanja gmazova. Nikolic i sur. (2019) su odredili koncentracije 5HT, DA i NA u mozgu
vrsta P. siculus i P. melisellensis. Utvrdena je statisticki znacajna razlika u razini DA, pri ¢emu je P.
siculus imala priblizno dvostruko visu koncentraciju DA u mozgu u odnosu na P. melisellensis. S
obzirom na prethodno dokumentiranu dominantnost i viSu razinu agresivnosti P. siculus, rezultati
ove studije upucuju na moguéu povezanost monoaminske aktivnosti i kompetitivne dinamike
izmedu ovih vrsta te dodatno potvrduju vrijednost roda Podarcis kao izvrsnog modela u
translacijskoj neuroznanosti uslijed visoke konzerviranosti biokemijskih odgovora u usporedbi sa

sisavcima.
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2.6 Kromatografske analize monoamina i njihovih metabolita

2.6.1 Metodoloski izazovi u kvantifikaciji monoamina

Pradenje razina monoamina od presudne je vaznosti s obzirom da su upravo monoamini kljuéni
biokemijski pokazatelji homeostatskih promjena u razliitim fizioloskim i bihevioralnim stanjima.
lako predstavljaju analite od tako velikog znacaja, njihova kvantifikacija u bioloSkim uzorcima
izuzetno je zahtjevna i predstavlja znacajan analiticki izazov zbog iznimno niskih fizioloskih
koncentracija, kemijske nestabilnosti te kompleksnosti bioloSkog matriksa (Bicker i sur., 2013;
Nikolic i ostali, 2019). Monoamini su, zbog prisutnosti fenolnih skupina, podlozni spontanoj
oksidaciji i degradaciji, posebice pri visim pH vrijednostima i poviSenim temperaturama.
Termolabilnost ovih spojeva zahtjeva rad pri niskim temperaturama (na ledu ili 4 °C) i ogranic¢ava
trajanje skladistenja. Uz to Sto su temperaturno osjetljivi, fotosenzibilni su, Sto takoder zahtijeva

posebne uvjete rada i zastitu od svjetla (Bicker i sur., 2013).

SloZenost bioloske matrice, poput mozga, Cesto uzrokuje kromatografske interferencije s drugim
spojevima iz istog tkiva i supresiju signala analita od interesa. Upravo je iz tog razloga, odabir
ucinkovitog, a dovoljno njeznog postupka homogenizacije i prociS¢avanja uzorka izuzetno
zahtjevan. Konvencionalne metode ekstrakcije, poput ekstrakcije na ¢vrstoj fazi (eng. solid phase
extraction, SPE), iako ucinkovite u prociS¢avanju, Cesto rezultiraju niskim iskoristenjem (eng.
recovery) analita zbog gubitaka u viSestrukim koracima ispiranja. Stoga postupci predpripreme
moraju biti maksimalno pojednostavljeni kako bi se osigurala niska granica kvantifikacije (eng.
limit of quantification, LOQ) neophodna za detekciju analita prisutnih u tragovima. Dodatni izazov
u analizi monoamina predstavlja optimizacija kromatografskih uvjeta, posebice izbor stacionarne
faze i sastava mobilne faze, buduci da se radi o visoko polarnim spojevima slicne kemijske
strukture za koje je potrebno optimizirati vrijeme retencije na analitickoj koloni. Jedan od razloga
tome jest Sto retencija i razdvajanje monoamina ovise o pH vrijednosti mobilne faze i udjelu
organskog otapala. lako je izokratna elucija (elucija otapalom ili smjesom otapala konstantnog
sastava) jednostavnija, za sveobuhvatno neurokemijsko profiliranje nuzna je gradijentna elucija,
koja omogucava zadovoljavajucu rezoluciju analita razliCite polarnosti tijekom kromatografske
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analize. Medutim, vazno je napomenuti da znacajno produljuje vrijeme stabilizacije sustava i
rezultira potencijalnim pomacima u retencijskim vremenima u toku visestrukih uzastopnih analiza

(Bicker isur., 2013).

2.6.2 Metodoloski pristupi u kvantifikaciji monoamina

Tekuéinska kromatografija visoke djelotvornosti (eng. high-performance liquid chromatography,
HPLC) smatra se uvrijeZenom metodom za razdvajanje i kvantifikaciju monoamina, pri cemu se
najcesce koriste elektrokemijski (ECD), fluorescencijski (FLD), UV-Vis, kemiluminiscencijski (CLD)
detektori ili maseni spektrometar (MS) (Bicker i sur., 2013; Bosse i sur., 2017; Shi i sur., 2022).
Razlog zbog kojeg su upravo HPLC metode uobicajen izbor u laboratorijskoj praksi jest isplativ
omjer specificnosti, osjetljivosti i ponovljivosti metode naspram operativnih troskova i zahtjeva
odrzavanja sustava. Visokoucinkovita tekucinska kromatografija (HPLC) u kombinaciji s
elektrokemijskom (ECD) ili fluorescentnom detekcijom (FLD), tradicionalno je najzastupljenija
metoda za separaciju i kvantifikaciju monoamina, prvenstveno zbog visoke osjetljivosti (Bicker i
sur.,2013; Xiei sur., 2018; Shi i sur., 2022). Unatoc Sirokoj primjeni, ove tehnike pokazuju znacajne
operativne nedostatke (Bicker i sur., 2013; Hori i sur., 2026). lako se dugo smatrala zlatnim
standardom za detekciju monoamina, HPLC-ECD metoda ograni¢ena je uslijed postupnog
onecis¢enja elektroda, Sto utjece na stabilnost signala i reproduktivnost mjerenja. S druge strane,
HPLC-FLD zahtjeva prethodnu derivatizaciju analita kako bi se omogucila fluorescencijska
detekcija, a time se bitno produljuje analitic¢ki postupak (Bicker i sur., 2013). lako se u literaturi
navode i metode UV detekcije, njihova je primjena ograniena jer su validirane tek na manji broj
spojeva, poput noradrenalina i serotonina (Thomas i sur., 2015). Upravo iz navedenih razloga,
suvremeni analiti¢ki trendovi najpogodniju metodu za kvantifikaciju ovih analita temelje na
sinergiji tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti i tandemske spektrometrije masa (HPLC-
MS/MS). Primjena tandemske spektrometrije masa osigurava vecu selektivnost i specificnhost te
pruza vrijedne strukturne informacije o analitima (Bicker i sur., 2013; Bosse i sur., 2017; Xie i sur.,
2018; Hori i sur., 2026). Upravo zato se ova metoda pokazala kljuénom za simultanu analizu

Sirokog spektra analita razlicitih kemijskih svojstava u jednom kromatografskom ciklusu, sto je bio
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osnovni preduvjet za sveobuhvatno profiliranje monoaminskog sastava iz volumno oskudnih

uzoraka mozga gustera u ovom istrazivanju.

2.6.3 Princip HPLC-MS/MS detekcije i kvantifikacije

Suvremena analiticka kemija temelji se na sprezi dviju moc¢nih tehnika - tekucinske kromatografije
visoke djelotvornosti (HPLC) i spektrometrije masa (MS). Dok tekuéinska kromatografija visoke
djelotvornosti omogucuje fizicko razdvajanje komponenti na temelju njihove interakcije sa
stacionarnom fazom (naj¢es$¢e obrnutih faza (eng. reversed-phase high-performance liquid
chromatography, RP-HPLC) (Skoog i sur., 2014; Klawitter i Hibschmann, 2019), masena
spektrometrija (MS) omogucuje njihovu nedvosmislenu identifikaciju mjerenjem omjera mase i

naboja (m/z) ioniziranih molekula (Watson i Sparkman, 2008; Pitt, 2009; Skoog i sur., 2014).

Sustav LC-MS/MS predstavlja cjelinu u kojoj svaka komponenta ima specifiénu ulogu u analitickom
procesu. Ciklus zapocinje radom pumpe i injektora, koji osiguravaju stalni protok mobilne faze
pod visokim tlakom te uvodenje uzorka u sustav. Upravo visoki tlak, kao klju¢na karakteristika
HPLC-a, omoguduje koristenje stacionarnih faza ispunjenih vrlo malim Cesticama, Sto rezultira
visokom mocdi razdvajanja i brzom analizom. Po injektiranju, uzorak prolazi kroz analiticku kolonu,
u kojoj se analiti razdvajaju. Eluirani spojevi potom se ioniziraju u sucelju izvora iona, $to je
preduvjet za njihovu daljnju analizu u spektrometru masa. U tom procesu klju¢nu ulogu igra
nebulizator (eng. nebulizer), koji pomocu struje plina (najéesce dusika) rasprsuje eluent iz kolone
u fini aerosol. Unutar ionizacijskog izvora, komponente uzorka se pod utjecajem dovedene
toplinske ili elektricne energije (npr. ionizacija elektrorasprsenjem; eng. electrospray ionization,
ESI) prevode u struju plinovitih iona. Ovisno o fizikalno-kemijskim svojstvima analita, detekcija se
provodi primjenom dvaju glavnih nacina ionizacije: pozitivnhog (ESI+), u kojem analiti primaju
proton i prelaze u pozitivho nabijene ione, ili negativnog (ESI-), koji se koristi za spojeve sklone
gubitku protona. lako se u analizi monoamina najcesce koristi pozitivni nacin ionizacije, oba su
nacina klju¢na za obuhvadanje Sireg spektra spojeva razlicitih kemijskih struktura. Tek nakon $to
su molekule uspjesno ionizirane u ovom vakuumskom okruzenju, mogu biti usmjerene prema

masenom analizatoru (Slika 5A.). Maseni analizator zatim razvrstava nastale ione prema njihovom
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omjeru mase i naboja (eng. mass-to-charge ratio; m/z). LC-MS/MS sustav, posebice u konfiguraciji
trostrukog kvadrupola (QqQ), pruza dvostruku selektivnost kroz proces pracenja odabranih
reakcija (eng. multiple reaction monitoring, MRM). Kvadrupol je vrsta masenog analizatora koji
koristi osciliraju¢a elektricna polja za selektivno propustanje iona odredenog omjera mase i
naboja (m/z). Sustav trostrukog kvadrupola sastoji se od tri takva analizatora (Watson i Sparkman,
2008; Pitt, 2009; Skoog i sur., 2014):

1. Prvi kvadrupol (Q1): selektira specificni prekursorski ion.

2. Celija za koliziju (Q2): inducira fragmentaciju iona pomo¢u inertnog plina.

3. Tredi kvadrupol (Q3): propusta samo karakteristicne produktne ione prema detektoru.
U zavrsnoj fazi, ioni se detektiraju elektronskim multiplikatorom, pri ¢emu nastaje elektricni
signal razmjeran njihovom broju. Detektirani elektri¢ni signali prenose se u sustav za obradu
podataka (eng. data processing system). Specijalizirani softver generira kromatogram — u kojem
povrsina vrha (eng. peak area) odgovara intenzitetu struje detektiranih iona pri specificnom
retencijskom vremenu (eng. retention time, RT) za svaki analit (Slika 5B.) (Watson i Sparkman,

2008; Skoog i sur., 2014).
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Slika 5. lonizacija elektrorasprsenjem (A) i trostruki kvadrupol (B). Preuzeto i prilagodeno prema

Wooding i sur., 2013.
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U kvantitativnoj analizi, povrsina vrha proporcionalna je koli¢ini analita u uzorku. Kako bi se
osigurala preciznost, rezultati se ocCitavaju usporedbom s kalibracijskom krivuljom dobivenom
analizom standardnih otopina poznatih koncentracija, tzv. eksternim standardom (ES). Uz ES, radi
povecanja to¢nosti i preciznosti mjerenja, najcescée se koristi metoda internog standarda (IS). IS je
tvar kemijski i fizikalno sli¢na analitu, ali prirodno nije prisutna u uzorku. Dodaje se u poznatoj
koncentraciji u prvom koraku predanaliticke pripreme, kako bi se omogudila korekcija za
eventualne gubitke analita tijekom ekstrakcije i obrade uzorka te varijacije u ionizaciji (Watson i

Sparkman, 2008; Skoog i sur., 2014).

Ovakva konfiguracija omogucuje preciznu identifikaciju i kvantifikaciju analita od interesa, Sto je
od iznimnog znacaja u analizama kompleksnih bioloskih uzoraka (Watson i Sparkman, 2008; Pitt,
2009; Bosse i sur., 2017). Zahvaljujuci opisanoj dvostrukoj selektivnosti i preciznosti mjerenja, LC-
MS/MS sustav predstavlja metodoloski temelj za karakterizaciju neurokemijskog profila

monoamina u specifiénim matricama poput mozga gmazova.

2.6.4 Primjena HPLC-MS/MS metoda u detektiranju monoamina

lako su razvijene i opisane mnogobrojne LC-MS/MS metode za identifikaciju i kvantifikaciju
monoamina, vecina ih obuhvada tek ogranic¢en broj analita (Helmschrodt i sur., 2020). Brojni,
uvrijezeni protokoli baziraju se na istovremenoj identifikaciji i kvantifikaciji dva (EI-Beqqali i sur.,
2007) do tri analita (Moriarty i sur., 2011), pri ¢emu su serotoninski i dopaminski put najéesce u
fokusu istrazivanja (Davla i sur., 2023). Suvremeni razvoj analitickih metoda usmjeren je na
povecanje osjetljivosti s ciljem pracenja dinamickih promjena veéeg broja neurotransmitera
istovremeno. Istrazivanja nastoje obuhvatiti visSe klasa spojeva, ukljucuju¢i aminokiseline i
biogene amine, kako bi se omogudilo cjelovitije razumijevanje slozene kemijske komunikacije
neurona (Bosse i sur., 2017). U skladu s tim, razvijeni su sveobuhvatniji pristupi koji omogucavaju
kvantifikaciju veéeg broja spojeva, primjerice 16 (Becker i sur., 2023) ili 19 analita istodobno (Ma

i sur., 2021). Opisani su i protokoli koji detektiraju ¢ak i visSe od 20 razlicitih spojeva, ukljucujuci
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monoamine, njihove prekursore i pripadaju¢e metabolite (Bourcier i sur., 2006). Ipak, znacajan
broj recentnih studija koje implementiraju LC-MS/MS metode primarno je razvijen u svrhu analize
humanih uzoraka te uzoraka standardnih laboratorijskih modela poput miseva i Stakora (Bicker i
sur., 2013; Helmschrodt i sur., 2020; Becker i sur., 2023; Kumar i sur., 2024). Kako je vecina
postoje¢ih metodoloskih pristupa usmjerena na sisavce, primjena HPLC-MS/MS metoda na
gmazovima, posebice gusterima, vrlo je ograniCena i nedovoljno istrazena. Analize profila
mozgova gustera postavljaju jedinstvene analiticke izazove, prvenstveno zbog iznimno male mase
dostupnog tkiva, Sto onemoguduje koristenje metoda s niskom osjetljivoséu ili zahtjevnim
postupcima derivatizacije (Greco i sur., 2013; Bergmann i Schmedes, 2020). Ipak, novija
istrazivanja u podrucju analiticke neurokemije pokazuju da optimizirane LC-MS/MS metode mogu
nadvladati ogranic¢enja povezana s malom koli¢inom uzorka u modela koji nisu sisavci. Hori i sur.
(2026) nedavno su u svojoj studiji na vinskim musicama (Drosophila melanogaster) potvrdili da je
upravo ovaj metodoloski pristup klju¢an za precizno profiliranje monoamina na razini
pojedinacnih jedinki, eliminirajuci potrebu za udruzivanjem (eng. pool) uzoraka ili kompleksnom
predobradom. Uzevsi sve navedeno u obzir, jasna je potreba za razvojem prilagodenog analitickog
pristupa koji ¢e omoguciti pouzdanu i istovremenu kvantifikaciju Sireg spektra monoamina u
mozdanom tkivu gustera, uz $to jednostavniju pripremu uzorka, a visoku osjetljivost detekcije. U
okviru ovoga rada, upravo takav pristup predstavlja temelj za razvoj metode monoaminskog

profiliranja mozga gustera.
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3 MATERUALII METODE

3.1 Materijali
3.1.1 Zivotinje
3.1.1.1 Terensko uzorkovanje

Obje vrste gustera — P. siculus i P. melisellensis uzorkovane su na tri lokacije u Republici Hrvatskoj:
okolica Novalje na otoku Pagu te u okolici Sinja i Knina (Slika 6.). Navedene lokacije odabrane su
zbog medusobne udaljenosti od najmanje 50 km, kako bi se osiguralo uzorkovanje razlicitih
populacija, ali na slicnim strukturama staniSta. Odabrane lokacije usporedive su te ukljucuju
poljoprivredna polja, pasnjake i livade isprepletene brdovitim terenom s makijom i Sumarcima.
Sinj i Knin karakterizira submediteranska klima i slicna vegetacija, dok se Pag nalazi u podrucju
prijelazne submediteranske i mediteranske klime s viSe mediteranskih biljnih vrsta, no fauna

kraljeznjaka, ukljucujuéi potencijalne predatore gustera, slicna je na svim lokalitetima.

e
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Slika 6. Karta s ucrtanim lokacijama terenskih istrazivanja. Preuzeto i prilagodeno iz Gojak i sur.

(2026).
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Uzorkovanje je provedeno dvije uzastopne godine (2020., 2021.) u vremenskom razdoblju od
kolovoza do listopada, kako bi se izbjegao lov u vrijeme reproduktivne sezone obje vrste.
Uzorkovane su pomocu teleskopskog Stapa duljine do 5 m, na ¢ijem se kraju nalazila pomi¢na
omca od flaksa (Slika 7.). Ukupno je ulovljeno 240 jedinki — 10 muZjaka i 10 Zenki svake vrste na
svakoj od tri navedene lokacije u svakoj godini. Nakon ulova, svaka Zivotinja bila je evidentirana
(vrsta, spol, mjesto ulova, datum i jedinstvena oznaka) te privremeno premjesStena u platnenu
vredicu oznaCenu odgovaraju¢om individualnom oznakom ulovljene jedinke. Dozvole za
uzorkovanje gustera na lokacijama Knin, Sinj i Pag dobivene su od Ministarstva gospodarstva i
odrzivog razvoja Republike Hrvatske (KLASA: UPI/I-612-07/20-48/121; URBROJ 517-05-1-1-20-6
te KLASA: UPI/I-612-07/21-48/202; URBROJ 517-10-1-1-21-4). IstraZivanje je uskladeno s vaze¢im
Zakonom o zastiti Zivotinja (NN 102/17 i 32/19), Pravilnikom o zastiti Zivotinja koji se koriste u
znanstvene svrhe (NN 55/13i 116/19), smjernicama koje je izradio ASAB/ABS (ASAB Eticki
odbor/ABS odbor za skrb o Zivotinjama, 2023.) te Etickim kodeksom Sveucilista u Zagrebu na
osnovu kojih je podnesena i Zamolba te ishodovano pozitivno misljenje Povjerenstva za bioetiku
i dobrobit Zivotinja za ovaj dio istraZivanja (KLASA: 643-02/24-01/1; URBROJ 251-58-10617-24-
168). Sredstva za ovaj rad osigurala je Hrvatska zaklada za znanost projektom UIP-2019-04-8469

(voditelj: Sofija Ana Blazevic¢).

Slika 7.Terensko uzorkovanje gustera teleskopskim Stapom. Autor: Duje Lisicic.
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3.1.1.2 Smjestaj i briga o Zivotinjama

Zivotinje su u zasebnim, individualno oznaéenim platnenim vredicama transportirane u nastambu
za Zivotinje Zavoda za animalnu fiziologiju pri Prirodoslovno-matematickom fakultetu Sveucilista
u Zagrebu (HR-POK-027), gdje su bile pojedinacno smjesStene u plasti¢ne, prozirne kutije dimenzija
40 x 30 cm, kojima je dodijeljena ista identifikacijska oznaka kao i ona s platnene vrecice (Slika
8a.). Dno svakog terarija bilo je ispunjeno tresetom. U terarije su, u svrhu obogacdivanja okolisa
(osiguravanja mjesta za skrivanje i omogudéavanje termoregulacije), bili postavljeni kamen i
plasti¢na cijev (Slika 8b.). 1znad svakog terarija nalazila se LED Zarulja kao izvor topline te UV lampa
nuzna za odrzavanje normalnih fizioloskih funkcija gustera. U nastambi je simuliran prirodni ciklus
svjetlosti (12 sati svjetla/12 sati tame) te su odrZavane optimalne vrijednosti temperature (20-25
°C) i vlaznosti zraka (40-60 %). Zivotinje su tri puta tjedno bile hranjene Zivim $turcima (Gryllus
assimilis), uz dodatnu suplementaciju kalcijem i vitaminima svakog drugog tjedna. U terarije su,
radi osiguravanja slobodnog pristupa vodi, bile postavljene plasti¢ne posudice, koje su punjene
svjezom vodom tri puta tjedno. Nakon razdoblja prilagodbe u trajanju od 30 dana, provedena su

bihevioralna testiranja. Po zavrSetku bihevioralnih testiranja Zivotinje su bile Zrtvovane.

Slika 8.Terariji s individualnim oznakama Zivotinja (a) i obogacenim okoliSem (b). Autor: Dunja
Vlasic.
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3.1.1.3 Zrtvovanje i prikupljanje uzoraka mozdanog tkiva

Zivotinje su bile eutanazirane dekapitacijom (Prilog 9.1) najmanje dva tjedna od zavrietka
bihevioralnih testiranja. Redoslijed Zrtvovanja bio je nasumi¢no odreden pomocu online alata
(https://www.randomizer.org). Zrtvovanje se dosljedno provodilo u istom vremenskom razdoblju
—izmedu 10:00 i 14:00 h, u prosincu 2020. i 2021. godine. Kako bi se izbjegao stres u Zivotinja i
smanijila varijabilnost podataka, vrijeme rukovanja, od trenutka ulova u terariju do dekapitacije,
bilo je mjereno za svaku jedinku gustera i maksimalno skrac¢eno (ne duZze od 20 s). Dodatno,
zZivotinje je lovila i dekapitirala uvijek ista osoba. Po dekapitaciji, mozak je bio brzo izoliran (unutar
3 min) na ledenoj podlozi, potom prebacen na suhi led, kako bi se brzo i u potpunosti smrznuo.
Pomocu skalpela odvojene su, a zatim i pojedinacno izvagane, lijeva i desna polutka mozga. Lijeva
polutka koristila se za kemijske analize te je bila pohranjena na -80°C do homogenizacije. Desna
polutka koristila se za molekularne analize te je prije homogenizacije i izolacije RNA, DNA i

proteina bila kratko pohranjena u teku¢em dusiku.

3.1.2 Kemikalije
3.1.2.1 Kemikalije koristene za HPLC
Kemikalije koristene za pripremu deproteinizacijske otopine:

e etilendiamintetraoctena kiselina, EDTA (Sigma Aldrich, Njemacka)
e natrijev metabisulfit, NazS;0s (Sigma Aldrich, Njemacka)
e 70% perklorna kiselina, HCIO4 (Sigma Aldrich, Njemacka)

e voda, HPLC Cistoc¢e (Honeywell, Njemacka)
Kemikalije koristene za pripremu standardnih otopina:

e 0,5M klorovodicna kiselina, HCI (Gram-Mol, Hrvatska)
e 70% etanol
e voda, HPLC Cistoce (Honeywell, Njemacka)

e serotonin (5HT; 298.0%, HPLC) (Sigma Aldrich, Njemacka)
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e dopamin hidroklorid (DA; 298%) (Sigma Aldrich, Njemacka)

e L-norepinefrin hidroklorid (NA; 298.0%, HPLC) (Sigma Aldrich, Njemacka)

e epinefrin bitartrat (A; 298.0%, HPLC) (Sigma Aldrich, Njemacka)

e L-triptofan (TRP; 298.0%, HPLC) (Sigma Aldrich, Njemacka)

e L-tirozin hidroklorid (TYR; 298%, TLC) (Sigma Aldrich, Njemacka)

e 5-hidroksiindol-3-octena kiselina (5-HIAA; 298.0%, HPLC) (Sigma Aldrich, Njemacka)

e DL-4-hidroksi-3-metoksimandeli¢na (vanililmandeli¢na) kiselina (VMA; 298.0%, HPLC)
(Sigma Aldrich, Njemacka)

e 4-hidroksi-3-metoksifeniloctena (homovanili¢cna) kiselina (HVA; >99%, TLC) (Sigma Aldrich,
Njemacka)

e 5-hidroksi-L-triptofan hidrat (5HTP; 298%, TLC) (Sigma Aldrich, Njemacka)

e 3,4-dihidroksi-L-fenilalanin (L-DOPA; 298%, TLC) (Sigma Aldrich, Njemacka)

e 3,4-dihidroksibenzilamin hidrobromid (DHBA; 98%) (Acros Organics, Ukrajina)

e oktopamin hidroklorid (OA; 298.0%, GC) (Sigma Aldrich, Njemacka)

Kemikalije koristene za pripremu mobilnih faza:

e acetonitril (Fisher Chemical, UK)

e metanol (Honeywell, Francuska)

e >99% trifluoroctena kiselina, TFA (Sigma Aldrich, Njemacka)
e 85% fosforna kiselina, HsPO4 (J.T. Baker, Svicarska)

e 88-91% mravlja kiselina, HCOOH (Sigma Aldrich, Njemacka)

e voda, HPLC Cistoc¢e (Honeywell, Njemacka)
3.1.2.2 Kemikalije koristene za HPLC-MS/MS
Kemikalije koristene za pripremu standardnih otopina:

e 0,01M HCl (Gram-Mol, Hrvatska)
e voda, HPLC Cistoce (Honeywell, Njemacka)
Kemikalije koristene za pripremu mobilnih faza:

e acetonitril (Honeywell, Francuska)
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amonijev formijat (299,0%) (Honeywell, Francuska)
88-91% mravlja kiselina, HCOOH (Sigma Aldrich, Njemacka)

voda, HPLC ¢istoce (Honeywell, Njemacka)

Kemikalije koristene za pripremu uzorka

kloroform stabiliziran amilenom (299,8%) (Honeywell, Njemacka)

voda, HPLC cisto¢e (Honeywell, Njemacka)

3.1.2.3 Kemikalije koristene za molekularne analize

agaroza (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Njemacka)

BluelJuice™ pufer za nanosenje na gel (10x) (Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, Litva)

0,5x Tris-borat-EDTA (TBE) pufer

SYBR™ Safe boja za gel (Thermo Fisher, SAD)

AmpliTag™ DNA polimeraza (250 U, 5 U/uL) (Applied Biosystems, SAD)
dNTP Mix (10 mM) (Applied Biosystems, SAD)

MgCl, (25 mM) (Applied Biosystems, SAD)

10x PCR pufer Il (Applied Biosystems, SAD)

H,0 bez nukleaza (Thermo Fisher, SAD)

MultiScribe MuLV reverzna transkriptaza (Thermo Fisher, SAD)
Tris-EDTA (TE) pufer pH 8.0 (Ambion, SAD)

3.1.2.4 Komercijalni kompleti

3.1.3

e GenElute™ RNA/DNA/Protein Purification Plus Kit (Sigma-Aldrich, SAD)
e High-Capacity RNA-to-cDNA™ Kit (Thermo Fisher, SAD)
e GoTaq® qPCR Master Mix (Promega, SAD)

Tehnicka pomagala i pribor

sustav HPLC Agilent 1260 Infinity Il LC (Agilent Technologies, SAD), konfiguracija:

kvaterna pumpa Agilent G7111B; injektorski modul Agilent Q7129A s petljom za
ubrizgavanje od 100 pL; UV-DAD detektor Agilent Q7115A
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sustav Agilent 1260 Infinity Il HPLC (Agilent Technologies, SAD), konfiguracija: binarna
pumpa Agilent G7112B; automatski uzorkivac (eng. vialsampler) Agilent G7129A; MCT
eng. multicolumn thermostat) Agilent G7116A; UV-DAD detektor Agilent G7115A; Ultivo
trostruki kvadrupolni maseni spektrometar (LC/TQ) Agilent G6465B

kromatografska kolona reverzne faze Kromasil 100 5 C18 (5 um; 150 mm x 4,6 mm) s
pretkolonom Kromasil 100 5 C18 (5 um; 10 mm x 3,0 4,6 mm) (AkzoNobel, Svedska)
kromatografska kolona reverzne faze ZORBAX Eclipse XDB-Phenyl (5 um; 150 mm x 4,6
mm) s pretkolonom ZORBAX Eclipse XDB-Phenyl (5 um; 12,5 mm x 4,6 mm) (Agilent
Technologies, SAD)

kromatografska kolona reverzne faze Purospher ® STAR RP 18 endcapped (3 pm; 55 mm
x 4 mm) (Merck KGaA, Njemacka)

digitalna vaga, EG 220-3NM, d = 0,001 g: 220 g (Kern, Njemacka)

digitalna vaga, HM 125SM-FR, d = 0,001 mg: 61 g — 125 g (Precisa, Njemacka)

mijesalica LLG labware (uniTEXER, Njemacka)

mikrocentrifuga, Quickspin (Cleaver Scientific, Velika Britanija)

uredaj za mjerenje pH CG842 (Schott Instruments, Njemacka)

magnetska mijesalica (Elektrosanitarij, Hrvatska)

ultrazvuéni homogenizator (Bandelin Sonopuls, Njemacka)

centrifuga SL 8R (Thermo Scientific, Njemacka)

centrifuga 5425/5425 R (Eppendorf, Njemacka)

membranski filteri — celulozni acetat, 0.22 um (Thermo Scientific™, United States)
spektrofotometar, BioSpec-nano (Shimadzu, Japan)

PCR uredaj, GeneAmp PCR System 2700 (Applied Biosystems, SAD)

gPCR uredaj, gTower3 (Analytik Jena, Njemacka)

automatska pipeta, HandyStep electronic (BRAND, Njemacka)

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

SAD)
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3.2 Metode
3.2.1 Kromatografske metode za analizu razina monoamina

U svrhu separacije i kvantifikacije monoamina, njihovih prekursora i metabolita, koriStena je
tekucinska kromatografija visoke ucinkovitosti (eng. high performance liquid chromatography,
HPLC). Analize su provedene na dva razli¢ita sustava: prvi dio istrazivanja, koji je obuhvacao razvoj
i optimizaciju metode na standardnim otopinama i preliminarnim uzorcima, proveden je na
sustavu HPLC-DAD-FLD, koji koristi detektor s nizom dioda (eng. diode array detector, DAD) i
fluorescencijski detektor (eng. fluorescence detector, FLD), a drugi, koji je obuhvacao konacnu
kvantifikaciju analita, tekuéinskom kromatografijom spregnutom s tandemskom spektrometrijom

masa (eng. high-performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry, HPLC-MS/MS).

3.2.1.1 HPLC-DAD-FLD metoda
3.2.1.1.1 Priprema standardnih otopina

U svrhu uspostavljanja kalibracijske krivulje, bilo je potrebno pripremiti pocetne standardne
otopine(eng. stock solution) koncentracije 1000 uM. Pripremljeni su standardi 11 analita (A, DA,
5-HIAA, 5HT, 5HTP, L-DOPA, NA, TRP, TYR, VMA) te dva unutarnja standarda (IS; DHBA i OA). 3,4-
dihidroksibenzojeva kiselina (DHBA) koristena je kao unutarnji standard za uzorke mozga gustera,
dok je oktopamin (OA) uklju¢en u fazi razvoja metode, s obzirom na potencijalnu primjenu
metode i na uzorke drugih Zivotinjskih vrsta. Svaki standard analita zasebno je izvagan u
aluminijskom Sesiricu. U 3Sesiri¢ je pipetom na odvagu dodano 100 plL otapala, prema preporuci

proizvodaca (Tablica 1.).
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Tablica 1. Priprema otopina standarda adrenalina (A), dopamina (DA), 3,4 dihidroksi L fenilalanina
(L-DOPA), 5-hidroksiindol-octene kiseline (5-HIAA), serotonina (5HT), 5-hidroksil-L-triptofan
hidrata (5HTP), homovanili¢ne kiseline (HVA), noradrenalina (NA), triptofana (TRP), tirozina (TYR),
vaniliimandelicne kiseline (VMA) te unutarnjih standarada 3,4-dihidroksibenzilamin

hidrobromida (DHBA) i oktopamin hidroklorid (OA); STL-specifikacijsko-tehnicki list.

konacni .
standard Mr masa volumen konacna otapalo
(g/mol) (mg) (mL) koncentracija (LM) (prema STL)

A 333,33 3,3 10 1000 H20

DA 189,64 1,9 10 1000 H20

DHBA 220,06 2,2 10 1000 H20
5-HIAA 191,18 1,9 10 1000 70% EtOH
SHT 176,22 1,8 10 1000 0,5 M HCI
SHTP 220,22 2,2 10 1000 0,5 M HCl
L DOPA 197,19 2,0 10 1000 0,5 M HCI
HVA 182,17 1,8 10 1000 70% EtOH
NA 205,64 2,1 10 1000 0,5 M HCI

OA 189,64 1,9 10 1000 H20
TRP 204,23 2,0 10 1000 0,5 M HCI
TYR 217,65 2,2 10 1000 0,5 M HCI

VMA 198,17 2,0 10 1000 H20
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Aluminijski SeSiri¢ sa standardom i otapalom je prenesen u staklenu tikvicu te je dodana
deproteinizacijska otopina (Tablica 2.) do konacnog volumena od 10 mL. Tako pripremljene
pocetne standardne otopine pojedinih analita i IS-a koristene su za pripremu kalibracijskih
otopina (kalibratora), koje sadrZavaju sve analite razrijedene u Zeljenom rasponu poznatih

koncentracija (1,56; 3,125; 6,25; 12,5; 25; 50 i 100 pM).

Tablica 2. Priprema 50 mL deproteinizacijske otopine.

Mr pocetna dodan dodana konacna
komponenta
(g/mol koncentracij volumen masa koncentracij
smjese

) a (mL) (mg) a (mMm)

HCIO4 100,46 70% 0,431 / 0,1M
Na»S205 190,11 / / 3,80 0,4 mM
EDTA 372,24 / / 3,72 0,2 mM

3.2.1.1.2 Priprema uzorka

Uzorci su pripremani prema prilagodenom protokolu opisanom u radu Nikolic i sur. (2019).
Deproteinizacijska otopina (Tablica 2.) pripremljena je u ultracistoj vodi prikladnoj za primjenu na
HPLC-u, a pH joj je podesen na 3,1 koriStenjem vodenih otopina NaOH razli¢itih koncentracija (10

M,5M,2,5M,1M).

Smrznuta lijeva polutka mozga bila je homogenizirana u deproteinizacijskoj otopini (UL, omjer
10:1 u odnosu na masu uzorka) u trajanju do 10 s pri 20% nominalne snage, pomocu ultrazvu¢nog
homogenizatora. Homogenizacija je provodena na ledu, kako bi se sprijecila degradacija analita
uzrokovana zagrijavanjem uzorka. Homogenizirani uzorci centrifugirani su 20 min pri 30000 x g i
4 °C. Nakon centrifugiranja, supernatant je pazljivo odvojen u Cistu mikroepruvetu te je postupak
centrifugiranja ponovljen pri istim uvjetima. Supernatant odvojen drugim centrifugiranjem
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pipetom je prenesen u mikroepruvete s filterom (0,22 um; Thermo Scientific™, SAD) te je
uslijedilo zavrsno centrifugiranje, u trajanju od 15 min pri 17000 x g i 4 °C. Dobiveni filtrat je
pipetom prenesen u staklene bocice (eng. vials) koje su potom bile postavljene u uredaj za daljnje

analize. Uzorci su pripremljeni svaki dan neposredno prije analize.

3.2.1.1.3 Razvoj metode

Kromatografsko razdvajanje analita postignuto je primjenom tekudinske kromatografije visoke
djelotvornosti (HPLC) uz UV detekciju pomocu detektora s nizom dioda (DAD) te fluorescencijsku
detekciju (FLD). Detekcija je provedena pri 280 nm (DAD) te 270/320 nm (FLD). Kromatografski

parametri razvijene metode objedinjeni su u Tablici 3.
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Tablica 3. Kromatografski uvjeti novorazvijene metode za razdvajanje analita uz dodatak IS.

Analiticka kolona

Kromasil 100-5-C18 (5um; 150mmx4,6mm)

Pretkolona

Kromasil 100-5-C18 (5um; 10mmx3,0-4,6mm)

Mobilna faza A

0,1% trifluoroctena kiselina (TFA); pH = 2,0

Mobilna faza B

100% acetonitril

Gradijent Vrijeme (min) Mobilna faza A (%) Mobilna faza B (%)
0 100 0
8 97 3
10 93 7
17 86 14
21 94 6

Volumen injektiranja 100 pL

Protok 1,5 mL/min

Vrijeme analize 21 min

Ekvilibracija  kolone

1 min

(post run)

Detekcija (UV/ViS) 280 nm

Temperatura kolone 22°C

1.1.1.1
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3.2.1.2 HPLC-MS/MS metoda
3.2.1.2.1 Priprema standardnih otopina

Pocetne standardne otopine (eng. stock solution) analita (A, DA, 5-HIAA, 5HT, 5HTP, L-DOPA, NA,
TRP, TYR, VMA) pripremljene su u koncentraciji od 40 pg/mL. Odvage standarada pripremljene su
na isti nacin kao $to je opisano u poglavlju 3.1.1.7.2. Priprema standardnih otopina, pri ¢emu se
za razrjedivanje do konacnog volumena koristena je ultracista voda. Deproteinizacijska otopina
(sadrzi HCIO4, Na;S,0s i EDTA) koristena u HPLC-DAD-FLD metodi nije koriStena jer njezine
komponente nisu kompatibilne s MS detekcijom posto prisutnost nehlapljivih soli i jakih kiselina
mozZe uzrokovati supresiju ionizacije u ESlizvoru te kontaminaciju LC-MS/MS sustava. Od pocetnih
standardnih otopina pripremljene su dvije radne otopine koncentracija 1 pg/mLi 0,125 pg/mL) iz
kojih su serijskim razrjedenjima dobivene kalibracijske otopine u 11 razli¢itih koncentracija
(0,005; 0,01; 0,03; 0,04; 0,0625; 0,125; 0,25; 0,35; 0,5; 0,75; 1,0 ug/mL). U ultracistoj vodi
pripremljena je i pocCetna otopina unutarnjeg standarda DHBA (50 pg/mL), iz koje je zatim
pripremljena radna otopina (2 pg/mL). Detaljan protokol pripreme pocetnih standardnih, radnih
i kalibracijskih otopina nalazi se u Prilogu 9.2. Sve otopine pohranjene su pri 4 °C u mraku kako bi

se sprijecila razgradnja analita.

3.2.1.2.2 Priprema uzorka

Smrznute polutke mozga homogenizirane su ultrazvu¢nim homogenizatorom (Bandelin,
Sonopuls) do 10 s pri 20 % nominalne snage, na ledu, u 135 pL ultraciste vode s dodatkom
unutarnjeg standarda DHBA u koncentraciji 0,125 pug mL. Homogenati su potom centrifugirani
25 min pri 21300 x g i4 °C. Supernatant izdvojen centrifugiranjem prebacen je u mikroepruvetu te
mu je dodano 300 pL kloroforma. Smjesa uzorka i kloroforma potom je mijesana tijekom 10
sekundi pomocu vrtloZzne mjesalice, nakon ¢ega je uslijedilo centrifugiranje pri 1500 x g u trajanju
od 10 min pria 4 °C. Vodena faza odvojena je i prebacena u mikroepruvetu koja je sadrzala
kolonicu s membranskim filterom (0,22 um; Thermo Scientific™, SAD) te centrifugirana 15 min pri
17000 x gi 4 °C. Filtrat je potom prikupljen i prebacen u umetak za bocice neposredno prije analize

koja se provodila pri temperaturi 4 °C. Uzorci su svaki dan pripremljeni neposredno prije analize.
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3.2.1.2.3 Razvoj metode

Analiza je provedena pomocu sustava za tekucinsku kromatografiju HPLC Agilent 1260 Infinity I,
spregnutog s trostrukim kvadrupolnim masenim spektrometrom Ultivo G6465B, opremljenim
izvorom ionizacije elektrorasprsenjem (eng. electrospray lonization, ESI). Kromatografska
separacija analita od interesa provedena je na koloni Kromasil 100-5-C18 (5 um, 150 mm x 4,6
mm) s pripadaju¢om zastitnom kolonom (5 um, 12,5 mm x 4,6 mm; Agilent Technologies).
Gradijent eluiranja uspostavljen je koriStenjem dviju mobilnih faza: otapala A (0,1 % mravlja
kiselina u 5 mM amonijevom formijatu u vodi) i otapala B (0,1 % mravlja kiselina u 5 mM
amonijevom formijatu u acetonitrilu/vodi u omjeru 95:5). Brzina protoka bila je 0,8 mL/min.
Temperatura kolone odrzavana je na 22 °C, dok je temperatura u automatskom uzorkivacu

odrZavana na 4 °C (Tablica 4.).

Uvjeti ESI-MS analize bili su sljedeci: temperatura plina 350 °C, protok plina 11 L/min, tlak
rasprsivaca 40 psi te kapilarni napon od 3500 V u pozitivnom i negativnom ESI modu. Vrijeme
zadrzavanja (eng. dwell time) za svaki analit bilo je postavljeno na 20 ms (Tablica 4.), a specifi¢ne
prijelazne mase i parametri navedeni su u Tablici 5. Ukupno trajanje analize po uzorku iznosilo je

40 minuta, ukljucujuc¢i 5 minuta kondicioniranja na pocetne uvjete (eng. post-run).
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Tablica 4. Kromatografski i MS/MS uvjeti novorazvijene metode.

Analiticka kolona Kromasil 100-5-C18 (5um; 150mmx4,6mm)
Pretkolona Kromasil 100-5-C18 (5um; 10mmx3,0-4,6mm)
Mobilna faza A 0,1 % mravlja kiselina u 5 mM amonijevom formijatu u vodi
Mobilna faza B 0,1 % mravlja kiselina u 5 mM amonijevom formijatu u acetonitrilu/vodi u omjeru 95:5
Gradijent Vrijeme (min) Mobilna faza A (%) Mobilna faza B (%)
0 100 0
15 97 3
18,75 93 7
31,87 86 14
39,37 94 6
39,50 0
Volumen injektiranja 20 pL
Protok 0,8 mL/min
Vrijeme analize 40 min

Ekvilibracija kolone (post

5 min
run)
Temperatura plina 350 °C
Protok plina 11 L/min
Tlak rasprsivaca 40 psi
Kapilarni napon 3500V

Vrijeme zadrzavanja (dwell | 20 ms

time)

Temperatura kolone 22°C
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Tablica 5. Optimizirani MS/MS prijelazi za svaki od analita.

Analit Prekursorski lonski Energija Fragmentor,V Polarnost

ion, m/z produkt, sudara

m/z (CE), eV
A 184,1 166,0; 107,0 8;24 46 +
DA 154,1 137,0; 91,0 8; 24 64 +
DHBA 123,0 77,1;51,0 20; 36 122 +
L-DOPA 198,1 107,0; 77,1 28; 52 84 +
5-HIAA 192,1 146,0; 91,1 16; 44 86 +
S5HT 177,1 160,1; 115,1 8; 32 46 +
SHTP 2211 162,1; 134,0 16; 28 84 +
HVA 1371 122,1;93,8 16; 24 160 +
NA 152,1 106,9; 79,0 16; 28 102 +
TRP 205,1 188,0; 118,0 8; 28 46 +
TYR 182,1 91,1;77,0 32;44 84 +
VMA 197,1 137,2;107,9 24;52 66 -

Analiza ESI-MS provedena je u nacinu viSestrukog pracenja reakcija (eng. multiple reaction
monitoring, MRM), a podaci su prikupljeni i kvantificirani pomocu softvera MassHunter
Workstation (Agilent). Koncentracija svakog analita u uzorku izraCunata je na temelju povrsine
vrhova (eng. area under the curve, AUC) karakteristicnih produktnih iona, prema jednadzbi (1).

Standardna otopina koja je sadrzavala sve analite (0,125 pg/mL) i IS (0,125 pg/mL), koristena je
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kao vanjski standard (eng. external standard; ES) i analiziran unutar istog analitickog ciklusa kao i
uzorci mozZdanog tkiva gusStera. lzmjerene koliCine analita normalizirane su prema masi

pojedinacne mozdane polutke, a konacne koli€ine izrazene su u arbitrarnim jedinicama.

(A UCanalit)
AUCs uzorak

AUCanalit)
AUC;

kolic¢ina =
ES

(1)
3.2.1.2.4 Validacija metode

Metoda za analizu monoamina i njihovih metabolita u uzorcima mozga gustera validirana je
prema smjernicama za validaciju bioanalitickih metoda ICH M10 i EMA (EMA 2011; ICH M10
2022). Ispitivani su slijedeéi parametri: selektivnost, prijenos analita (eng. carry-over), ucinak

matrice, linearnost, to¢nost, preciznost, stabilnost i ekstrakcijski prinos.

3.2.1.2.4.1 Selektivnost

Prema smjernicama, selektivnost se ispituje koriStenjem praznih (eng. blank) uzoraka matrice ili
evaluacijom omjerom kvantifikacijskih i kvalifikacijskih prijelaza u MRM nacinu snimanja, pri ¢emu
relativna standardna devijacija (RSD) svih analita ne smije prelaziti 15 %. Buduci da ne postoji
uzorak mozga bez endogenih monoamina i njihovih metabolita, selektivnost se ispitivala

usporedbom omjera povrsine kvantifikacijskih i kvalifikacijskih prijelaza u MRM nacinu snimanja

3.2.1.2.4.2 Prijenos analita

Prema smjernicama, prijenos analita ne smije prelaziti 20 % signala donje granice kvantifikacije
(eng. lower limit of quantitation, LLOQ) za svaki pojedini analit, odnosno 5 % signala za unutarnji
standard (IS). U svrhu ispitivanja prijenosa analita iz prethodnog uzorka, koristena je standardna

otopina s najviSim koncentracijama analita i prazan (blank) uzorak (ultracista voda). Nakon
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injiciranja uzorka standardne otopine najvise koncentracije, neposredno je injektiran prazan
uzorak te su praceni eventualni signali na karakteristicCnim vremenima zadrzavanja i MRM-

prijelazima svih analita od interesa i unutarnjeg standarda.

3.2.1.2.4.3 Uc¢inak matrice

S obzirom da ne postoji bioloSka matrica mozga bez prisutnih monoamina i njihovih metabolita,
za procjenu ucinka matrice testiran je utjecaj matrice na ionizaciju IS-a. Apsolutni u¢inak matrice
izraCunat je kao postotno odstupanje povrsine vrha IS-a u uzorku obogaéenom (eng. spiked)
dodatkom IS-a nakon postupka ekstrakcije, u odnosu na standardnu otopinu iste koncentracije.
Prema smjernicama, preciznost odgovora u razli¢itim serijama matrice ne bi trebala prelaziti 15%.
S obzirom na kompleksnost bioloskog matriksa i potencijalnih varijacija u MS-signalu te
instrumentalnih odstupanja izmedu razli¢itih dana provodenja analiza, uz standardnu upotrebu
IS-a uvedena je i dodatna standardizacija pomocu vanjskog standarda (ES). ES poznate
koncentracije, analiziran unutar svakog analitickog niza, sluzio je kao dodatna kontrola stabilnosti
sustava i instrumentalnog odstupanja unutar i izmedu analitickih nizova, ¢ime je osigurana

maksimalna preciznost kvantifikacije.

3.2.1.2.4.4 Linearnost i granica kvantifikacije

Linearnost je procijenjena na 11 koncentracijskih razina (0,005-1 pug/mL), a prema smjernicama,
kriterij prihvatljivosti temeljio se na koeficijentu determinacije (R?>0,99). Granica kvantifikacija
(eng. limit of quantification; LOQ) za svaki analit definirana je kao najniza tocka kalibracijske

krivulje uz omjer signal-Ssum (eng. signal to noise, S/N)=10.
3.2.1.2.4.5 Tocnost

Tocnost metode ispitana je primjenom metode standardnog dodavanja, kojom se uzorak poznate
matrice obogaduje (eng. spike) poznatim koli¢inama analita. Nakon analize obogacenih uzoraka,
dobivene vrijednosti signala (povrsine vrhova) koristile su se za konstrukciju kalibracijske krivulje
i izraCunavanje razine analita. ToCnost je izrazena kao postotno odstupanje izmjerene

koncentracije od nominalne vrijednosti (eng. bias, %), izraCunato prema formuli:
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] izmjerena koncentracija — nominalna koncentracija
Bias (%) = - — X 100
nominalna koncentracija

(2)

Tocnost je procijenjena za tri modela kvantifikacije: bez korekcije, korekcijom pomodu IS te
kombiniranom korekcijom IS i ES, kako bi se utvrdio doprinos svake korekcije ukupnoj toc¢nosti

metode. To¢nost se smatra zadovoljavajuéom uz odstupanje unutar £15 %.

3.2.1.2.4.6 Preciznost

Preciznost metode, definirana kao podudaranje izmedu ponovljenih mjerenja i izrazena kao
relativna standardna devijacija (RSD, %), procijenjena je na dvije razine: preciznost unutar i
izmedu dana (bez korekcije, 1S korekcija, IS i ES korekcija) te preciznost vanjskog standarda (ES).

Prihvatljivim kriterijem za preciznost smatrana je vrijednost RSD manja od 15 %.

Preciznosti unutar (eng. intra-day) i izmedu dana (eng. inter-day) procijenjene su analizom
zbirnog uzorka (eng. pool) triju razlic¢itih uzoraka mozga gustera, pri ¢emu je zbirni uzorak
analiziran u tri tehnicka ponavljanja tijekom dva uzastopna dana. Dodatno, preciznost vanjskog
standarda (ES) provjerena je analizom odgovarajuc¢ih kalibracijskin uzoraka u tri tehnicka
ponavljanja unutar jednog dana te tijekom tri uzastopna dana. Analiti koji nisu zadovoljili kriterije

prihvatljivosti iskljuceni su iz daljnje analize.

3.2.1.2.4.7 Stabilnost

Stabilnost analita u uzorcima tkiva mozga gusStera ispitana je ponovnim injektiranjem triju
prethodno analiziranih uzoraka nakon jednog ciklusa smrzavanja i odmrzavanja. Dobiveni
rezultati usporedeni su s pocetnim vrijednostima, kako bi se procijenio utjecaj ciklusa

zamrzavanja/odmrzavanja na stabilnost analita u pripremljenim bioloskim matricama.

Stabilnost otopine ES-a ispitana je usporedbom otopina pohranjenih na automatskom uzorkivacu

(eng. autosampler) pri 4 °C tijekom sedam dana sa svjeZze pripremljenim uzorkom otopine
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vanjskog standarda. Usporedba je napravljena na temelju povrSina vrhova analita i IS-a te

izracunatih koncentracija.

Prema smjernicama, analiti se smatraju stabilnima ako izmjerena koncentracija nakon testiranja

iznosi £15 % u odnosu na pocetnu (svjeze pripremljenu) vrijednost.
3.2.1.2.4.8 Ekstrakcijski prinos

Ekstrakcijski prinos (iskoristenje) testiran je pomocu standardnih otopina analita na tri
koncentracijske razine (0,01; 0,125; 1 pg/mL). Signali ekstrahiranih standardnih otopina
usporedeni su s onima u ne-ekstrahiranim standardnim otopinama istih koncentracija, koje su
predstavljale 100 % prinosa. Sukladno smjernicama, ekstrakcijski prinos ne mora biti stopostotan,

ali mora biti konzistentan i ponovljiv na svim ispitivanim razinama.
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3.2.2 Andliza ekspresije gena
3.2.2.1 Homogenizacija uzoraka

Smrznuta desna polutka mozga gustera homogenizirana je ultrazvu¢nim homogenizatorom 300
uL odgovarajuceg pufera (SK Buffer) iz komercijalnog kompleta GenElute™ RNA/DNA/Protein
Purification Plus Kit. Homogenizacija se provodila na ledu u trajanju do 10 s pri 10 % nominalne

snage uredaja. Homogenizirani uzorci su pohranjeni na -80 °C do daljnje analize.

3.2.2.2 Izolacija i kontrola kvalitete RNA

Za izolaciju RNA, DNA i proteina koristen je GenElute RNA/DNA/Protein Purification Plus Kit,
prema protokolu proizvodaca. Uzorci DNA i proteina su neposredno nakon izolacije pohranjene
na -20 °C. Koncentracija i Cistoca izolirane RNA odredene su spektrofotometrijski (BioSpec-nano)
nanoSenjem 2 pL uzorka na mjernu povrsinu, a apsorbancije su mjerene pri valnim duljinama 230,
260 i 280 nm. Onecis¢enje uzorka proteinima procijenjeno je omjerom apsorbancija A260/280
(prihvatljivi raspon: 1,6-1,9), dok je onecis¢enje uzorka solima procijenjeno omjerom
apsorbancija A260/230 (prihvatljivi raspon: 2>2,0). Integritet izolirane RNA provjeren je
elektroforezom u 1,5% agaroznom gelu (60 mL 0,5x TBE pufera, 0,9 g agaroze i 6 uL boje SYBR
Safe). Prilikom nanosSenja uzorka na gel, 2 uL izolirane RNA pomijesano je s 2 pL pufera za
nanosSenje (Blueluice 2x). Elektroforeza je provodena 30 min pri naponu od 80 V. Vizualizacija
uzoraka je izvrSena pod UV svjetlom, koristena je boja 10 000x SYBR Safe, pri ¢emu su jasno
definirane trake ribosomske RNA: 28S (veéa podjedinica, cca 4.8 kb) i 18S (manja podjedinica, cca

2.0 kb) pribliznog omjera intenziteta 2:1 koje su sluzile kao pokazatelj o¢uvanog integriteta RNA.

3.2.2.3 Sekvenciranje RNA (RNA-Seq)

S obzirom na to da genomi vrsta Podarcis siculus i Podarcis melisellensis nisu zabiljezeni, za
potrebe istrazivanja genske ekspresije, odnosno dizajna specificnih pocetnica, bilo je nuzno
provesti de novo analizu transkriptoma. U tu svrhu odabran je reprezentativni set od 12 uzoraka
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(oba spola obje vrste sa svih terenskih lokacija: Pag, Sinj, Knin) te je poslan na sekvenciranje (RNA-
Seq) u tvrtku Novogene (UK) Co., Ltd. Uzorci ukupne RNA pripremljeni su za sekvenciranje
razrjedivanjem u puferu za eluciju (Elution Solution A) iz komercijalnog kompleta za izolaciju RNA,
do finalnog volumena od 24 uL. Kako bi se postigla ujednacena koli¢ina RNA, uzorci su razrijedeni
u omjeru 1:6 (4 plL originalne RNA i 20 pL pufera). Finalne koncentracije poslanih uzoraka kretale
su se u rasponu od 40,99 do 79,72 ng/uL. Analiza je obuhvacala kontrolu kvalitete RNA uzoraka,
prociséavanje RNA, pripremu mRNA biblioteke metodom poliA-obogadivanja (eng. polyA
enrichment), sekvenciranje na platformi NovaSeq 600 PE150 uredaja, poravnavanje i standardnu
bioinformatic¢ku analizu. Sekvenciranje je provedeno u formatu uparenih ocitanja duljine 150 bp
(eng. paired-end 150, PE150), uz postizanje visoke gustoc¢e ocitanja od minimalno 50 milijuna
ocitanja po pojedinacnhom uzorku. Standardna bioinformaticka analiza ukljucivala je sastavljanje
de novo transkriptoma, kvantifikaciju ekspresije transkripata te analizu diferencijalne genske
ekspresije. Iz dobivenog transkriptoma, prema klasterima nasSih uzoraka pomocu platforme
Galaxy identificirane su sekvence od interesa koje su sluZile kao predlozak za dizajn pocCetnica za
kvantitativnu lan¢anu reakciju polimerazom (eng. quantitative polymerase chain reaction, qPCR)

i uspjesnu analizu genske ekspresije.

3.2.2.4 Dizajn pocetnica

Bududi da gusteri roda Podarcis ne pripadaju standardnim laboratorijskim modelima, dizajnirane
su specificne pocetnice za referentne gene i gene od interesa. Odabir referentnih gena temeljio
se na literaturi o evolucijski konzerviranim genima u amniota, s naglaskom na reptile i ptice te je

detaljno opisan u diplomskom radu (Petrovi¢, 2023), izradenom u sklopu ovog istrazivanja.

Pomodu alata na internetskoj stranici Nacionalnog centra za biotehnoloske informacije (NCBI) -
NucleotideBLAST i PrimerBLAST dizajniran je minimalno po jedan set pocetnica (uzvodna i
nizvodna) za svaki od referentnih gena i gena od interesa. Dizajn svakog seta pocetnica temeljen

je na klasterima iz unigene.fasta datoteke transkriptoma mozga gustera, generirane u sklopu
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RNA-Seq analize (vidi 3.2.2.1.2.). Pri dizajnu pocetnica su primijenjeni sljededi kriteriji koji

zadovoljavaju MIQE smjernice (Bustin i sur., 2009):

- duljina pocetnica: 18-24 nukleotida
- temperatura taljenja (Tm): 59-62 °C
- udio GC parova: 40-60%
- duljina produkta 70-200 bp
- vrijednosti samosparivanja (eng. self-complementarity): sto nize
- medusobne komplementarnosti 3’ krajeva para pocetnica (eng. 3’ self-complementarity):
Sto niZe
Liofilizirane pocetnice (IDT, SAD) otopljene su u TE puferu do koncentracije 100 uM (maticna

otopina) te razrijedene na radnu koncentraciju od 10 uM.

3.2.2.5 Reverzna transkripcija i provjera uspjesnosti PCR metodom

Sinteza komplementarne DNA (cDNA) provedena je pomocu High-Capacity RNA-to-cDNA Kit s
MultiScribe™ MulV reverznom transkriptazom. Reakcijska smjesa pripremljena je dodavanjem 2x
RT pufera i 20x RT enzima u omjeru 10:1, pri ¢emu je masa dodane RNA u svaku reakciju iznosila
1 pg. Denaturacija se odvijala pri temperaturi od 95 °C tijekom 5 min, inkubacija pri 37 °C u
ukupnom trajanju od 60 min, inaktivacija enzima pri 95 °C tijekom 5 min, a zavrSna inkubacija pri
4 °C. Koncentracija dobivene cDNA iznosila je 50 ng/ul. U svaku seriju reverzne transkripcije bile
su ukljucene i dvije kontrole: prva kontrolna reakcija u koju se dodaje uzorak RNA, ali ne i reverzna
transkriptaza te druga kontrolna reakcija koja sadrzi sve komponente reakcijske smjese, ali ne i

uzorak RNA.

UspjesSnost reverzne transkripcije provjerena je amplifikacijskom PCR-metodom umnoZavajudi
referetni gen Actb. Sastav reakcijske smjese nalazi se u Tablici 6., a uvjeti reakcije u Tablici 7. U
svaku seriju reakcija PCR-a bila je uklju¢ena i kontrolna reakcija bez cDNA-kalupa (NTC; eng. no

template control).
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Tablica 6. Koristeni reagensi za PCR metodu provjere uspjeSnosti reverzne transkripcije.

Reagensi za PCR Volumen (uL) | Koncentracija
H,0 bez nukleaza 9,04

MgCl, 0,9 25 mM

PCR pufer I 1,5

dNTP mjesavina 1,2 10 mM
pocetnice 0,75 10 uM
AmpliTag™ DNA polimeraza | 0,11 5U/uL

cDNA 1,5 50 ng/uL
ukupno 15

Tablica 7. Uvjeti PCR reakcije za provjeru uspjesnosti reverzne transkripcije.

PCR (35 ciklusa) zavrsna
. elongacija
denaturacija denaturacija vezanje pocetnica elongacija
temperatura 95 °C 95°C 59,9 °C 72 °C 72 °C
vrijeme 1 min 28s 30s 30s 5 min

Nakon provedene PCR-reakcije, prisutnost produkata provjerena je elektroforezom u 1,5%
agaroznom gelu, za Ciju pripremu je korisSteno 0,9 g agaroze, 60 mL TBE pufera i 6 puL SYBR Safe

boje. Za nanosSenje na gel, 2 uL PCR-produkta pomijeSano je s 2 uL 2x Blueluice pufera za
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nanosenje. Elektroforeza se odvijala u trajanju od 30 min pri naponu struje od 80 V. Gel je
vizualiziran i fotografiran pod UV svjetlom, gdje jednostruka vrpca na gelu (361 pb) upucuje na

uspjeSno umnazanje cDNA.

3.2.2.6 Optimizacija i validacija parametara qPCR-reakcije

U svrhu uspjeSnog i pouzdanog provodenja opseznih gRT-PCR-analiza, redom je testirano i
odredeno: 1. optimalna temperatura taljenja (Tm), odnosno temperatura pri kojoj se postize
maksimalna specificnost umnazanja (vidi 3.2.2.6.1.); 2. prag detekcije; 3. u€inkovitost umnazanja
cilinih sekvenci pomodéu pojedinih parova pocetnica (vidi 3.2.2.6.2.). U svrhu ujednacavanja
eksperimentalnih uvjeta prilikom testiranja navedenih parametara, pripremljena je zajednicka
radna otopina (eng. pool) cDNA koja je koristena u svim reakcijama. Analize su provodene na
gPCR uredaju (QTOWER3 touch) koriste¢i GoTag® gPCR Master Mix s BRYT® Green | tehnologijom,
a priprema reakcijske smjese prikazana je u Tablici 8. Radi verifikacije odsutnosti nespecifi¢ne

umnazanja ili kontaminacije, za svaki qPCR-eksperiment provedena je i negativna kontrola (NTC).

Tablica 8. Komponente reakcijske smjese za gRT-PCR metodu.

Reagensi za PCR Volumen (uL) | Koncentracija

GoTaq MasterMix 2x | 5

uzvodna pocetnica 0,25 10 uM

nizvodna pocetnica 0,25 10 uMm

H,0 bez nukleaza 2,5

cDNA 2 50 ng/uL

ukupno 10
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3.2.2.6.1 Odredivanje optimalne temperature taljenja pocetnica

Metodom temperaturnog gradijenta, odnosno stupnjevitim porastom temperature u svakoj od
jazica istog reda, odredivane su optimalne temperature taljenja za svaki od dizajniranih parova
pocetnica. KoriSteni raspon temperatura bio je od 54,1 °C do 64,1 °C, s prosjecnim porastom
temperature za ~1,2 °C u svakoj iduéoj jazici (Slika 9a.). Pocetna inkubacija uzoraka odvijala se 2
min pri 95 °C, nakon cega je uslijedilo 40 ciklusa umnaZanja koji su zapocinjali s 15 sekundi
denaturacije pri 95 °C, potom jednominutna inkubacija na 12 razli¢itih temperatura (54,1 °C- 64,1
°C), a po svakom zavrSsenom ciklusu ocitavala se fluorescencija. Nakon zavrSenog procesa
umnazanja, u svrhu potvrde specificnosti dobivenih produkata, provedena je analiza krivulje
taljenja, odnosno mjerenje temperature pri kojoj dvolan¢ana DNA disocira u jednolan¢anu.
Postupak se odvijao u temperaturnom rasponu od 60 °C do 95 °C, uz postupni porast temperature
za 1 °C u svakom koraku. Svaki je korak trajao 15 sekundi, ¢ime je omogucena ekvilibracija uzorka

i kontinuirano biljezenje fluorescencijskog signala (Slika 9b.).

'Temperature: 58,5 °C Increment: 1,2 °C
a 95,0 95,0
: - Grad Melt
- 02:00 00:15 64,1 95,0
54,1 60,0

01:00 00:15

°c [54,1]543]550]56,1]573]585]59,7]609]62,1]632
lolum{_ 1 | 2 | 3 | 4 | 516 7181910

-0 02 40x/03 & 04 @ 36x

Slika 9. Uvjeti testiranja temperaturnog gradijenta (a); parametri gPCR metode za odredivanje

optimalne temperature taljenja (b).

3.2.2.6.2 Odredivanje granice detekcije (LOD) i ucinkovitosti detekcije

Granica detekcije (LOD) i ucinkovitost umnazanja odredeni su unutar istog qPCR-eksperimenta
koristenjem serije razrjedenja zbirnog uzorka cDNA (pool) pocetne koncentracije 25 ng/uL.
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Razrjedenja su pripremljena kombinacijom serijskih deseterostrukih razrjedenja i dodatnih
koncentracijskih tocaka, kako bi se obuhvatio Siri raspon koncentracija relevantan za procjenu

ucinkovitosti pocetnica (Tablica 9.).

Tablica 9. Koncentracije cDNA koristene za odredivanje granice detekcije (LOD) i procjenu

ucinkovitosti umnazanja (E).

Oznaka | mceona [ng] | ccona (radna coona (reakcija) | Primjena
otopina) [ng/pL] [ng/uL]

c1 50 25 5 LOD, E

C2 25 12,5 2,5 E

c3 5 2,5 0,5 LOD, E

Cq 2,5 1,25 0,25 E

Cs 0,5 0,25 0,05 LOD, E

Ce 0,05 0,025 0,005 LOD

7 0,005 0,0025 0,0005 LOD

Cs 0,0005 0,00025 0,00005 LOD

*Navedene su masa cDNA po reakciji, koncentracija u radnoj otopini te kona¢na koncentracija u reakcijskoj smjesi

volumena 10 pL.

Granica detekcije odredena je koriStenjem serije deseterostrukih razrjedenja (ci, c3, Cs-Cs)
mati¢ne otopine cDNA. Serijska razrjedenja pripremljena su dodavanjem 5 pL prethodne otopine
u 45 plL vode bez nukleaza, uz kratko vorteksiranje i centrifugiranje nakon svakog koraka. Dodatne
koncentracijske tocke (c2 i ca) pripremljene su razrjedivanjem 25 plL radne otopine cDNA u 25 uL

vode bez nukleaza (c2) te daljnjim razrjedivanjem 5 pL dobivene smjese u 45 ulL vode bez nukleaza
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(ca), a sluzile su za precizniju procjenu linearnosti standardne krivulje u podrucju visih
koncentracija. Sve koncentracije analizirane su u triplikatu gPCR metodom, uz uklju¢ene
negativne kontrole (NTC), pri eksperimentalno odredenoj optimalnoj temperaturi taljenja za svaki
par pocetnica. Sastav reakcijske smjese za reakciju gPCR-a naveden je u Tablici 8. Dobivene C4-
vrijednosti (eng. quantification cycle; broj ciklusa u kojem se signal prvi put detektira iznad
pozadinskog Suma) ucrtane su u odnosu na logaritam koncentracije cDNA te je konstruirana

standardna krivulja, €iji je nagib koriSten za izracun ucinkovitosti umnazanja.

Ucinkovitost umnazanja (E) izraCunata je na temelju nagiba standardne krivulje i izrazena u

postocima prema formuli:
-1
E = <10”a9”’ - 1) x 100

(2)

Koeficijent determinacije (r?) koristen je za procjenu linearnosti reakcije te kvantificira povezanost

izmedu srednjih vrijednosti Cq i logaritma koncentracije cDNA.

Prema MIQE smjernicama (Bustin i sur., 2009), prihvatljiv raspon ucinkovitosti definiran je izmedu
90 % i 110 %, uz r? 20,99 kao kriterij pouzdane kvantifikacije. U¢inkovitost umnazanja smatra se
svojstvom pojedinog para pocetnica te je koriStena za validaciju qPCR-sustava. Na temelju
dobivene standardne krivulje odreden je dinamicki raspon reakcije, unutar kojeg je odabrana
optimalna koli¢ina cDNA za daljnja ispitivanja genske ekspresije, vodeci raCuna o linearnosti i
izbjegavanju inhibicije reakcije pri visim koncentracijama. Granica detekcije definirana je kao
najniza koncentracija ciljnog transkripta detektirana u 295 % tehnickih ponavljanja, u skladu s

MIQE smjernicama (Bustin i sur., 2009).

3.2.2.7 Odabir referentnih gena za normalizaciju ekspresije

Odabir referentnih gena za normalizaciju genske ekspresije proveden je na temelju prethodne

evaluacije stabilnosti ekspresije potencijalnih gena, detaljno opisane u diplomskom radu
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(Petrovi¢, 2023), izradenom u sklopu ovog istrazivanja. U navedenom radu analizirana je
stabilnost ukupno deset referentnih gena koristenjem standardnih algoritama za procjenu
ekspresijske stabilnosti (NormFinder, gbase+, RefFinder). U svrhu postizanja maksimalne to¢nosti
i pouzdanosti rezultata, a u skladu s MIQE smjernicama koje preporucuju koristenje minimalno tri
referentna gena (Bustin i sur., 2010), relativna ekspresija gena od interesa normalizirana je na

geometrijsku sredinu triju prethodno validiranih referentnih gena: Ywhaz, Gapdh i Pgk1.

3.2.2.8 qRT-PCR uzoraka gustera

U svrhu relativne ekspresije gena analizirano je ukupno 5 gena od interesa: 5Htr1a, 5Htr2b, MaoA,
MaoB i Tph2, uz 3 referentna gena: Ywhaz, Pgkl i Gapdh. Uzorci su testirani u triplikatima, kao i
zbirni uzorak za normalizaciju te NTC kontrola u svakoj od plocica. Kako bi se izbjegla pristranost
i kako bi se ukljucili uzorci obiju vrsta, oba spola, sa svake lokacije iz obje godine uzorkovanja,
nasumicnim odabirom uzorci su rasporedeni u 5 ustaljenih grupa (po jedna grupa za svaku
plocicu) i tim redoslijedom bili analizirani za svaki od navedenih gena. Za svaku plocicu
pripremljena je reakcijska smjesa koja je ukljucivala par pocetnica za testirani gen, uz dodatak
12,5 ng cDNA, odnosno 2,5 ng/uL cDNA po reakciji (Tablica 8.). PocCetna inkubacija odvijala se pri
95 °C tijekom 2 min, nakon Cega je uslijedilo 40 ciklusa denaturacije pri 95 °C kroz 15 s te vezanja
i umnazanja pri optimalnoj temperaturi za pojedini par pocetnica tijekom 1 min, nakon ¢ega se
ocCitavala fluorescencija. Po zavrsenom ciklusu umnaZzanja, mjerena je krivulja taljenja u rasponu

temperatura od 60 °C do 95 °C, gdje je svakih 15 sekundi temperatura porasla za 1 °C.

3.2.2.9 Statisticka obrada rezultata

Podaci analiza HPLC-MS/MS prikupljeni su pomocu softvera Agilent ChemStation 10 (Santa Clara,
CA, SAD) te analizirani u programima Microsoft Excel 365 (Redmond, WA, SAD), R programom
(verzija 4.2; R Core Team, Be¢, Austrija) i GraphPad Prism 10.4.1 (San Diego, CA, SAD). Podaci

genske ekspresije dobiveni gPCR-mjerenjima prikupljeni su i obradeni pomocu softvera qPCRsoft
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4.1 (Analytik Jena AG, Jena, Njemacka) te analizirani u programima Microsoft Excel 365

(Redmond, WA, SAD) i GraphPad Prism 10.4.1 (San Diego, CA, SAD).

U programu R, izmjerene razine analita inicijalno su testirane za normalnost raspodjele, a prema
potrebi primijenjene su Box-Cox transformacije. Ucinci vrste, spola, lokacije i njihovih interakcija
preliminarno su ispitani multivarijatnom analizom varijance (MANOVA). Bududi da nije utvrden
statisticki znacajan ucinak lokacije, daljnje analize razina monoamina, a potom i genske ekspresije,
provedene su dvosmjernom analizom varijance (ANOVA) u programu GraphPad Prism 10.4.1, bez
ukljucivanja tog cimbenika. Prije provedbe statistickih analiza, odstupajuce vrijednosti (eng.
outliers) identificirane su primjenom ROUT testa (Q=1%) te iskljuene iz daljnjih analiza.
Raspodjela podataka testirana je Kolmogorov-Smirnovljevim testom, a radi postizanja normalne
raspodjele, a podaci o razinama monoamina, njihovih prekursora i metabolita te relativnoj
ekspresiji gena log-transformirani su radi postizanja normalne raspodjele. Ucinci vrste i spola te
njihove interakcije na razine monoamina, njihovih prekursora metabolita te na relativnu
ekspresiju analiziranih gena procijenjeni su dvosmjernom analizom varijance u programu
GraphPad Prism 10.4.1. Za naknadne usporedbe (post-hoc) koristen je Tukeyjev test. Povezanost
izmedu vrijednosti varijabli razina monoamina i ekspresije gena testirana je Spearmanovim

koeficijentom korelacije. Rezultati su bili prihvaéeni kao statisticki znacajni pri vrijednosti p<0,05.
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4 REZULTATI
4.1 Prikupljanje Zivotinja i uzoraka tkiva

U dvije uzastopne godine uspjesno je prikupljeno ukupno 240 jedinki gustera (120 po godini).
Sukladno planu istrazivanja, svake godine je ulovljeno po 10 muzjaka i 10 Zenki vrste Podracis
siculus (PS) te po 10 muzjaka i 10 Zenki vrste Podarcis melisellensis (PM) na svakoj od lokacija
(Knin, Pag, Sinj). Zivotinje su nakon ulova uspje$no transportirane i odrzavane u kontroliranim
uvjetima nastambe Zavoda za animalnu fiziologiju. U tromjesecnom razdoblju koje je uslijedilo,
inicijalnih mjesec dana bilo je predvideno za aklimatizaciju na nove uvjete nastambe, nakon Cega
su uslijedili testovi ponasanja. Kako bi se izbjegao utjecaj akutnog stresa na fizioloSke parametre,
bihevioralna testiranja dovrSena su najkasnije dva tjedna prije Zrtvovanja jedinki. U obje godine
prikupljanja tkivnih uzoraka uspjesno su prikupljeni svi uzorci mozga gustera. S obzirom na to da
je 7 jedinki uginulo prirodnom smréu prije planiranog uzorkovanja, ukupno su izolirana 233
mozga. Dio uzoraka mozdanog tkiva koristio se za optimizaciju i razvoj kromatografskih metoda,
a dio za histolosku analizu (nije uklju¢eno u ovo istrazivanje). Za potrebe kromatografskih analiza
koriSteno je 137 uzoraka lijeve polutke mozga (prosjecna mase 20.07 + 4.86 mg). Za potrebe
molekularnih analiza koriSteni su uzorci u kojima je prethodno izmjerena razina monoamina
metodom HPLC-MS/MS; ukupno 131 uzorak desne mozdane polutke (prosje¢na masa 19,9 + 5,42
mg). Zbog pogreske u skladistenju, tocnije isparavanja tekuceg dusika u kojem su izdvojene
mozdane polutke bile pohranjene prije izolacije RNA, za Sest uzoraka analiziranih metodom HPLC-
MS/MS nije bio dostupan materijal za molekularne analize. Nakon kromatografskih analiza, pet
uzoraka identificirano je kao odstupajuce vrijednosti (eng. outliers) jer su za sve analizirane
spojeve pokazivali izrazito viSe ili niZze vrijednosti u odnosu na ostale uzorke. Navedene jedinke
iskljuene su iz daljnje statisticke obrade, Sto je rezultiralo konac¢nim brojem od 132 analizirana
uzorka: 28 zenki i 39 muzjaka vrste PM te 30 Zenki i 35 muzjaka vrste PS. U molekularnim
analizama identificirani su dva uzoraka s odstupaju¢im mjerenjima, te za daljnje statisticke analize

koristeno je ukupno 129 uzoraka (PM: 29 zZenki, 34 muZzjaka; PS: 29 Zenki, 37 muzjaka).
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4.2 Razvoj kromatografskih metoda za razdvajanje katekolamina
4.2.1 HPLC-DAD-FLD metoda

U cilju razvoja HPLC-DAD-FLD metode za ucinkovito razdvajanje katekolamina i pripadajucih
metabolita ispitani su razli¢iti kromatografski uvjeti koji su klju¢ni za dobivanje visoke osjetljivosti,
dobre rezolucije i pouzdanosti, s obzirom na njihovu polarnost i niske koncentracije u

kompleksnim bioloskim uzorcima. Ispitani kromatografski uvjeti ukljucivali su:
e Vrsta kolone i separacije:

o ZORBAX Eclipse XDB Phenyl (5 um, 150 mm x 4.6 mm) sa ZORBAX Eclipse XDB

Phenyl (5 um, 12.5 mm x 4.6 mm) pretkolonom (Slika 10a.)
o Purospher® STAR RP-18 endcapped (3 pm, 55 mm x 4 mm) kolona (Slika 10b.)

o Kromasil 100-5-C18 (5 um 150 mm x 4.6 mm) s Kromasil 100-5-C18 (5 um, 12.5
mm x 4.6 mm) pretkolonom (Slika 10c.)
e Sastav mobilne faze:
o Organski modifikatori: ispitan je utjecaj 100% acetonitrila (Slika 11a.) i 100%
metanola (Slika 11b.).
o Vodena faza i pH: za postizanje optimalne ionizacije i retencije ispitane su mravlja
kiselina (HCOOH), fosforna kiselina (H3POa) i trifluorooctena kiselina (TFA) u pH
rasponu od 2,0 do 3,0; organska faza sastojala se od 100% acetonitrila (Slika 12.).
e Ostali uvjeti: Protok mobilne faze (0,20—1,5 mL/min), volumen injektiranja (10-100 pL) i

temperatura kolone (sobna ili 22°C) su optimizirani radi postizanja bolje ucinkovitosti.

Prva testirana kolona bila je ZORBAX Eclipse XDB Phenyl (5 um, 150 mm x 4.6 mm), sa ZORBAX
Eclipse XDB Phenyl (5 um, 12.5 mm x 4.6 mm) pretkolonom (Slika 10a.). Ova kolona nije se
pokazala pogodnom posto su vrhovii DA i L-DOPA na kromatogramu koeluirali pa ucinkovita
separacija analita od interesa niti odgovarajuca rezolucija nisu bile postignute. Kako bi se razrijesio

problem koelucije vrhova DA i L-DOPA, testirana je Purospher® STAR RP-18 endcapped (3 um, 55
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mm x 4 mm) kolona pogodna upravo za eluciju dva navedena spoja (Slika 10b.). lako su
koristenjem ove kolone DA i L-DOPA uspjesno razdvojeni, doslo je do koelucije triju drugih spojeva
— 5HT, VMA i 5HTP. Kako bi se izbjegla potreba za primjenom dviju razli¢itih kromatografskih
kolona i metoda za analizu istog uzorka, testirana je i treca kolona, Kromasil 100-5-C18 (5 um 150
mm x 4.6 mm) s pripadaju¢om Kromasil 100-5-C18 (5 um, 12.5 mm x 4.6 mm) pretkolonom, kojom

su uspjesno razdvojeni i detektirani vrhovi svih 11 analita i internih standarada (Slika 10c.).
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Slika 10. Reprezentativni kromatogrami smjese standarada dobiveni na razli¢itim analiti¢ckim

kolonama: ZORBAX Eclipse XDB Phenyl (a), Purospher® STAR RP-18 endcapped (b) i Kromasil

100-5-C18 (c).

Tijekom razvoja metode, mijenjan je i sastav mobilne faze. Testirane su razliCite organske faze —
acetonitril (ACN; Slika 11a.) i metanol (MeOH; Slika 11b.), pri ¢emu se primjenom ACN-a postiglo

bolje razdvajanje vrhova. Kao vodena faza, testirane su mravlja kiselina (HCOOH), fosforna
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kiselina (H3POa) i trifluorooctena kiselina (TFA) u razli¢itim postotcima (0,043-1,35%). Najbolje

razdvajanje postignuto je s 0,1% TFA.
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Slika 11. Reprezentativni kromatogrami smjese standarada dobiveni koristenjem razlicitih

organskih faza: acetonitrilom, ACN (a) i metanolom (MeOH) (b).

Ispitivanje pH vrijednosti mobilne faze (2,0-3,0) pokazalo je da ¢ak i minimalne promjene pH
(razlika od 0,1) drasticno mijenjaju vrijeme zadrZavanja analita na koloni. Najpovoljnijom se
pokazala vrijednost pH 2,0 (Slika 12.). Pri ovoj vrijednosti, analiti se nalaze u obliku koji je manje
topljiv u vodi pa se posljedi¢no jace veZzu za nepolarnu stacionarnu fazu kolone (C18). Zbog te jace
povezanosti, spojevi se sporije ispiru (veéa retencija), Sto je klju¢no za njihovo potpuno

razdvajanje i ve¢u kemijsku stabilnost tijekom same analize.
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Slika 12. Preklopljeni kromatogrami smjese standarada analiziranih pri razlic¢itim pH

vrijednostima mobilne faze (plavo: pH =2,0; narancasto: pH = 2,1).

Promjene temperature kolone takoder su utjecale na retenciju i selektivnost, a najbolja stabilnost
postignuta je pri 22°C. U ispitanom rasponu protoka (0,20-1,5 mL/min), najboljom se pokazala
brzina 1,5 mL/min. Medu razli¢itim testiranim volumenima injektiranja (10-100 uL), ono od 100
puL omogucilo je najbolje detektiranje vrhova analita. Mijenjanjem omjera organske faze, razvijena
je gradijentna metoda s trajanjem analize od 21 min (+1 min post run). Odabrani kromatografski
parametri, odnosno uvjeti pod kojima je rezolucija i izgled vrhova bio zadovoljavajuc¢i prema
kriterijima za validaciju analiticCke metode, nalaze se u Tablici 3. UCinkovitost optimizirane metode
i separacija ciljnih analita kroz raspon koncentracija vidljiva je na reprezentativhom

kromatogramu standardnih otopina (Slika 13.).
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Slika 13. Preklopljeni kromatogrami smjesa standardnih otopina analita 7 razlicitih koncentracija

(1,56-100 pM) razdvojenih prema metodi iz Tablice 3. Preuzeto iz Siki¢ i sur. (2022).

lako su optimizirani uvjeti omogucili uspjesSno razdvajanje analita od interesa i IS, HPLC-DAD-FLD

metoda ipak se nije pokazala prikladnom za analizu uzoraka tkiva mozga gustera — razdvajanje

eluenata koji imaju kraée zadrzavanje na koloni (0-5 min) pokazalo se nedovoljno ucinkovitim, u

regiji 5-7 min vidljivo je preklapanje vrhova, pri éemu se pretpostavlja da su DA i L-DOPA ponovo

koeluirali (Slika 14.).
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Slika 14. Reprezentativni kromatogram uzorka tkiva mozga gustera P. siculus.
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Zbog premalog ukupnog volumena uzorka (<150 pL) i opcenito vrlo niske koncentracije ovih

analita u bioloSkim matricama (mozak), razvijena HPLC-DAD-FLD metoda zahtijevala je prijenos

4.2.2 Transfer metode na HPLC-MS/MS uredaj

S obzirom na to da su koncentracije pojedinih analita u bioloskim uzorcima bile izvan linearnog
(validiranog) raspona te ispod granice kvantifikacije (LOQ) i detekcije (LOD) prethodno razvijene
HPLC-FLD-DAD metode, bilo je nuzno provesti optimizaciju i transfer metode na spregnuti
kromatografski sustav veée osjetljivosti - tekuéinsku kromatografiju visoke djelotvornosti
spregnutu s masenom spektrometrijom (HPLC-MS/MS). Tijekom transfera metode, sastav
mobilne faze prilagoden je zahtjevima MS detektora kako bi se osigurala optimalna ionizacija
analita i kompatibilnost s izvorom iona (eng. ion source). Odabran je sljedeci sastav mobilnih faza:
mobilna faza A - 5 mM amonijev formijat u ultra Cistoj H,0, uz dodatak 0,1 % mravlje kiseline
(v/v); mobilna faza B - 5 mM amonijev formijat u ACN/H20 (95:5; v/v), uz dodatak 0,1 % mravlje

kiseline (v/v). MRM prijelazi i optimizirani parametri koriSteni u analizi prikazani su u Tablici 4.

Kromatografski uvjeti su dodatno optimizirani radi postizanja bolje rezolucije analita i stabilnosti
signala. Protok mobilne faze smanjen je s izvornih 1,5 mL/min na 0,8 mL/min. Sukladno smanjenju
protoka, vrijeme analize produZeno je s 21 min (+1 min post run) na ukupno 40 min (+5 min post
run). Volumen injektiranja smanjen je sa 100 pL na 20 uL, kako bi se izbjeglo preoptereéenje
kolone i ionizacijskog izvora. Opisanim promjenama kromatografskih uvjeta postignuti su uvjeti
za pouzdanu detekciju i kvantifikaciju svih ciljanih monoamina i njihovih metabolita. Na Slici 15.

prikazan je reprezentativni kromatogram sa svih 11 analita i IS-om.
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Slika 15. Reprezentativni kromatogram koji prikazuje preklopljene kvantifikacijske i
kvalifikacijske prijelazne mase (MRM), te vremena zadrZavanja svih analita: noradrenalin (NA),
adrenalin (A), L-3,4-dihidroksifenilalanin (L-DOPA), vanililmandelska kiselina (VMA), tirozin
(TYR), dopamin (DA), 5-hidroksitriptofan (5HTP), serotonin (5HT), L-triptofan (TRP), 5-
hidroksiindoleacetatna kiselina (5-HIAA), homovanilinska kiselina (HVA) i 3,4-
dihidroksibenzilamin hidrobromid (DHBA) kao unutarnji standard (IS) u standardnoj smjesi

(c=0,125 pg/mL).

4.2.3 Validacija HPLC-MS/MS metode

Validacija analiticke metode za odredivanje monoamina u uzorcima mozga gustera provedena je
u skladu sa smjernicama ICH M10 i EMA za validaciju bioanalitickih metoda (EMA, 2011; ICH M10,
2022). Procijenjeni su parametri selektivnosti, prijenosa analita (eng. carry-over), u¢inka matrice,
linearnosti, to€nosti, preciznosti, ekstrakcijskog prinosa i stabilnosti metode. Buduci da su
pojedini validacijski parametri procjenjivani u standardnim otopinama, a pojedini u stvarnim
bioloskim uzorcima mozga gustera, dio rezultata procjenjivan u uzorcima standardnih otopina
prikazan je za 11 ciljanih analita, dok su parametri koji ukljucuju analizu bioloskog matriksa

prikazani za 7 kvantificiranih analita.
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4.2.3.1 Selektivnost

Metoda je pokazala visoku razinu selektivnosti, Sto je potvrdeno stabilnim omjerom povrsina
kvantifikacijskih i kvalifikacijskih MRM (eng. multiple reaction monitoring) prijelaza u analiziranim
uzorcima. Relativna standardna devijacija (RSD) za sve analite iznosila je <14,9% (N=42), Sto u

potpunosti zadovoljava kriterij prihvatljive varijabilnosti od RSD <15% za bioloSke matrice.
4.2.3.2 Prijenos analita

Prijenos ciljnih spojeva (eng. carry-over) nije zabiljezen. Analizom prazanih (blank) uzorka,
injektiranog neposredno nakon standardne otopine najvise koncentracije, potvrdeno je odsustvo

signala na karakteristi¢nim retencijskim vremenima analita i unutarnjeg standarda (1S).

4.2.3.3 Ucinak matrice

Uc¢inak matrice procijenjen je kao zanemariv (odstupanje povrsine vrha-3,9%). Varijabilnost
povrsine vrhova IS-a u uzorcima moZzdanog tkiva gustera (n=137; RSD=28,0%) u usporedbi sa
standardnim otopinama (n=22; RSD=9,2%), upucuje na odredenu varijabilnost ionske signalizacije
u bioloSkim uzorcima tkiva. Stvarna osjetljivost analita na uc¢inak matrice moze se razlikovati od
one na IS zbog razlicitih retencijskih vremena i osjetljivosti na ionske smetnje. Stoga je uocena
nestabilnost MS signala izmedu razli¢itih dana provodenja analiza, korigirana primjenom vanjskog
standarda (ES), odnosno otopine svih analita poznate koncentracije analizirane unutar istog
analiti¢kog niza kao i uzorci, ¢ime su rezultati dodatno standardizirani. Na ovaj nacin korigirano je

i instrumentalno odstupanje izmedu analiza.

4.2.3.4 Linearnost i granice kvantifikacije

Linearnost metode potvrdena je za sve analite u rasponu 0,005-1,000 ug mL™, s koeficijentom
determinacije R%>0,99. Granice kvantifikacije (LOQ) odredene su pri omjeru signal/Sum (S/N>10).
Detaljan pregled LOQ vrijednosti i izmjerenih koncentracijskih raspona u 12 reprezentativnih

uzoraka mozga gustera, prikazani su u Tablici 10.
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Tablica 10. Rezultati linearnosti metode.

Analit Linearni raspon LOQ, ug mL%; Koncentracija u uzorcima
(LLOQ-ULOQ), S/N (N=12), ygmt?
ug mL?
A 0.005 - 0.500 <0.005; 436.4 0.044 —-0.457
DA 0.005 - 1.000 <0.005; 152.6 0.011 -0.075
L-DOPA 0.005-0.750 <0.005; 24.7 <0.005
5-HIAA 0.005-0.750 <0.005; 54.4 0.160-0.792
SHT 0.005 - 1.000 <0.005; 654.3 0.024 -0.289
SHTP 0.005 - 1.000 <0.005; 41.4 <0.005
HVA 0.125-0.750 0.125;14.0 <0.005
NA 0.005 - 0.500 <0.005; 111.3 <0.005 - 0.015
TRP 0.005-0.750 <0.005; 41.3 0.314 ->1.000
TYR 0.005 - 1.000 <0.005; 26.8 >1.000
VMA 0.005 - 1.000 <0.005; 31.3 <0.005

LLOQ — donja granica kvantifikacije (eng. lower limit of quantitation); ULOQ — gornja granica kvantifikacije (eng. upper limit

of quantitation); LOQ — granica kvantifikacije (eng. limit of quantitation); S/N — omjer signal/Sum (eng. signal-to-noise)
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4.2.3.5 Tocnost i preciznost

Kako bi se smanjio utjecaj varijabilnosti analitickog postupka, primijenjene su korekcije pomocu
internog (IS) i vanjskog standarda (ES), uz primjenu metode dodatka standarda. Rezultati
potvrduju da je nakon korekcije pomocu IS i ES postignuta zadovoljavajuca tocnost (Tablica 11.),

uz odstupanje od nominalne koncentracije unutar £15 %.

Tablica 11. Odstupanje izmjerene razine (%) u odnosu na nominalnu vrijednost primjenom
razlicitih modela korekcije unutarnjim i vanjskim standardom.

Analit Odstupanje, %
Dodatak Dodatak Kalibracija, bez Kalibracija, IS-
standarada, standarada, korekcije korigirana

IS-korigiran IS i ES-korigiran

A -10.563 -10.558 -26.021 12.824
DA 0.438 0.427 -25.720 -6.093
5-HIAA 1.778 1.785 -0.631 24.418
S5HT -8.281 -8.282 -8.044 29.340
NA 1.384 1.389 -29.971 -10.858
TRP 6.680 6.675 51.847 84.564
TYR 14.944 14.943 915.696 1035.832

IS — unutarnji standard; ES — vanjski standard

71



Korekcija IS i ES nije znacajno utjecala na preciznost metode (RSD<15%; Tablica 12.), Sto potvrduje
da korekcije nisu uvele dodatnu pogresku. Na temelju opisanih rezultata, IS i ES-korekcija
usvojene su kao standardni postupak za kvantifikaciju odabranih analita u uzorcima mozga

gustera.

Tablica 12. Rezultati preciznosti metode (RSD, %) dobiveni analizom smijese tri razli¢ita uzorka

mozga gustera u tri tehnic¢ka ponavljanja unutar jednog (N=9) i izmedu dva dana (N=18).

Analit Bez korekcije IS-korigirano IS i ES-korigirano
dan dan izmedu dan dan izmedu dan dan izmedu

1 2 dana 1 2 dana 1 2 dana

A 10.9 10.8 10.5 8.8 9.1 8.7 9.0 85 8.5

DA 7.8 82 7.8 8.3 8.9 8.3 7.8 10.5 9.1

5-HIAA 1.5 1.4 1.4 3.6 3.9 3.6 4.8 6.6 5.7

SHT 3.7 3.7 3.6 4.1 4.2 4.0 3.3 4.2 3.9

NA 4.6 4.6 4.5 53 5.5 5.2 4.6 4.6 4.6

TRP 3.6 3.6 3.5 6.0 6.2 5.9 4.8 6.3 5.5

TYR 7.7 7.7 7.4 10.3 10.4 10.1 7.2 8.5 7.7

Tocnost i preciznost vanjskih standarada analiziranih unutar jednog dana (eng. intra-day

precision) i izmedu razli¢itih dana (eng. inter-day precision) bile su unutar prihvatljivih granica za
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vedinu analita od interesa (RSD<15%, odstupanje unutar £15%), osim za HVA i VMA (Tablica 13.).
lako su se L-DOPA i 5HTP u ovom slucaju nalazili unutar prihvatljivih granica, u bioloskim uzorcima
mjerenja ovih spojeva bila su ispod granice kvantifikacije (LOQ) (Tablica 10.). Iz navedenih razloga

HVA, VMA, L-DOPA i 5HTP nisu ukljuceni u statisticku obradu i interpretaciju.

Tablica 13. Preciznost i to¢nost ES analiziranog unutar jednog dana (N=3) i izmedu 3 dana (N=9).

Analit Unutar dana Medu danima
odstupanje, % RSD, % odstupanje, % RSD, %

A 3.6 2.5 9.2 7.1
DA 9.5 35 13.9 4.1
L-DOPA 10.1 11.8 12.4 9.4
5-HIAA 4.5 6.4 6.2 5.3
S5HT 11.3 0.6 9.6 3.3
S5HTP 10.3 4.8 14.6 4.7
HVA 5.5 16.4 135 20.2
NA 3.3 1.8 6.1 3.5
TRP 10.3 33 8.0 35
TYR 53 4.7 2.7 54
VMA 4.7 15.8 21.0 13.6

RSD — relativna standardna devijacija
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4.2.3.6 Stabilnost i ekstrakcijski prinos

Prinos svih analita u uzorku ES pohranjenom u automatskom uzorkivacu pri 4 °C tijekom sedam
dana bio je iznad 91,0%, Sto ukazuje na stabilnost otopine u opisanim uvjetima pohrane. Sli¢ni
rezultati dobiveni su i za uzorke tkiva mozga; nakon jednog ciklusa smrzavanja i odmrzavanja
(sobna temperatura, 3 h), prinos analita bio je iznad 92,7 %, Sto potvrduje stabilnost ciljnih
spojeva u bioloskoj matrici. Ekstrakcijski prinos (iskoristenje) svih analita, osim 5-HIAA, bio je iznad
90% uz prihvatljivu ponovljivost (RSD<12,6%) (Tablica 14.). Unato¢ potvrdenoj stabilnosti,
preporuceno je provodenje analize neposredno nakon pripreme uzoraka, zbog poznate kemijske

osjetljivosti monoamina (Bicker i sur., 2013).
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Tablica 14. Srednje vrijednosti ekstrakcijskog prinosa svih analita pri razli¢itim razinama

koncentracije.
Analit Niska Srednja Visoka koncentracija
koncentracija koncentracija
ER, % RSD, % ER, % RSD, % ER, % RSD, %
A 109.5 4.3 84.0 11.5 94.4 1.9
DA 924 6.4 93.1 0.2 99.5 0.2
DHBA 86.5 3.6 92.5 3.2 96.3 4.2
L-DOPA 86.2 2.9 92.5 5.6 98.8 0.2
5-HIAA 64.6 0.9 79.3 2.8 71.4 1.5
SHT 95.8 4.7 93.4 1.3 99.0 0.8
SHTP 80.9 6.3 98.4 1.9 98.3 0.8
HVA ND ND 105.1 8.9 92.9 6.5
NA 92.1 4.0 92.0 4.8 99.9 0.6
TRP 110.3 5.4 98.2 1.7 98.8 0.8
TYR 113.3 34 100.1 2.3 98.8 1.3
VMA 116.8 17.3 101.1 6.8 100.5 2.3

ER — ekstrakcijski prinos (eng. extraction recovery); RSD — relativna standardna devijacija
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4.3 Razine monoamina u uzorcima mozga gustera izmjerene HPLC-MS/MS metodom

Novorazvijena HPLC-MS/MS metoda uspjesno je primijenjena za kvantifikaciju spojeva ukljucenih

u biosintetske i metabolicke puteve monoamina u uzorku tkiva mozga gustera vrsta PS i PM. Svi

uzorci lijeve polutke mozga uspjesno su obradeni prema razvijenom i optimiziranom protokolu za

ekstrakciju. Identifikacija pojedinih spojeva, toc¢nije povrsine vrhova, temeljila se na usporedbi

retencijskog vremena i karakteristicnih MRM prijelaza specificnih za svaki analit. Uspjesno su

detektirani i izmjereni A, DA, 5-HIAA, 5HT, NA, TRP, TYR i DHBA (IS) (Slika 16.). Srednje vrijednosti

razina analita s obzirom na vrstu i spol prikazane su u Tablici 15., dok su u nastavku detaljno

opisane utvrdene statisticki znacajne razlike i interakcije.
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Slika 16. Reprezentativni kromatogrami preklopljenih kvantifikacijskih i kvalifikacijskih prijelaza

te vremena zadrzavanja (min) detektiranih analita u uzorcima mozga gustera vrsta Podarcis
melisellensis (PM) i Podarcis siculus (PS). Oznaceni vrhovi predstavljaju ciljane analite, dok

neoznaceni vrhovi predstavljaju nespecificne signale matriksa koji nisu ukljuceni u kvantifikaciju.

76



Tablica 15. Razine (srednja vrijednost + SD) monoamina izraZzena u arbitrarnim jedinicama,

prekursora i metabolita u tkivu mozga vrsta Podarcis melisellensis i Podarcis siculus ovisno o spolu,

ukljuéujudi broj uzoraka (N).

Podarcis melisellensis Podarcis siculus

analit Zenke N muzjaci N Zenke N muzjaci N

TYR 4876 +1576 |29 |5010+1773 |39 | 47762057 30 | 5470+1546 |38
TRP 492,8+172,0 | 29 |4945+172,9 | 39 |532,1+195,1 30 | 658,1+164,7 | 38
DA 9,409+4,688 | 29 |9,041+3,416 |39 |8,239+3,154 |30 | 11,37+5,159 | 37
NA 3,517+2,054 | 27 |3,319+1,239 | 37 |3,292+1,595 |28 |4,641+2,466 | 36
A 97,86 £46,44 | 29 | 96,39+51,38 | 39 | 73,14+30,60 |30 |91,41+43,10 | 38
SHT 27,97 £ 18,47 | 28 | 26,06+12,88 | 39 | 25,09+15,25 |30 | 38,29+20,88 | 37
5-HIAA | 122,4+41,51 | 29 | 123,5+39,34 | 39 | 155,2+72,86 |30 |157,5+58,10 | 37

Multivarijatna analiza varijance (MANOVA), koja je ukljucivala sve analite, pokazala je znacajan

utjecaj ¢imbenika vrste (p<0,001), dok glavni udinci spola (p=0,111), lokacije (p=0,154) te

interakcije vrste i spola (p=0,102) nisu znacajno utjecali na multivarijatni odgovor. Bududéi da

ucinak lokacije nije bio statisticki znacajan, taj ¢cimbenik nije uklju¢en u daljnje pojedinacne

analize. S druge strane, spol je zadrZzan kao c¢imbenik u daljnjim statistickim analizama zbog

njegove bioloSke relevantnosti i moguéeg utjecaja na pojedinacne analite.

Naknadne

dvofaktorske analize varijance (ANOVA), provedene su zasebno za svaki analit te su pokazale

specificne obrasce.
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Za razinu dopamina (DA), dvofaktorska analiza varijance dosegnula je statisticku znacajnost za
interakciju izmedu vrste i spola (F(1,131)=4,041; p=0,0465), dok je glavni ucinak vrste bio
neznacajan (F(1,131)=0,5236; p=0,4706), a spola indikativan (F(1,131)=3,837; p=0,0523). Post-hoc
analiza (Tukey) pokazala je da muzjaci vrste Podarcis siculus imaju statisticki znacajno vise razine
DA u odnosu na Zenke iste vrste (p=0,0294), dok izmedu ostalih skupina nisu utvrdene statisticki

znacajne razlike (Slika 17.).
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Slika 17. Log-transformirane razine dopamina (DA) prikazane su u odnosu na vrstu P. siculus (PS;
zeleno) i P. melisellensis (PM; plavo). Podaci su prikazani kao srednja vrijednost i standardna
devijacija uz prikaz pojedinaénih vrijednosti. Zenke su oznacene krugovima, a muZjaci trokutima.
Statisticka analiza provedena je dvofaktorskom analizom varijance uz post-hoc Tukey test;

*p<0,05.
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Za razine noradrenalina (NA), dvofaktorska analiza varijance pokazala je statisticki znacajnu
interakciju izmedu vrste i spola (F(1,124)=5,083, p=0,0259) i statisticki znacajan ucinak spola
(F(1,124)=4,743, p=0,0313), dok ucinak vrste nije bio statisticki znacajan (F(1,124)=3,129,
p=0,0794). Post-hoc analiza (Tukey) pokazala je da muZzjaci vrste P. siculus imaju vise razine NA u
odnosu na zenke iste vrste (p=0,0112), kao i u odnosu na zenke (p=0,0325) i muZzjake (p=0,0139)

vrste P. melisellensis (Slika 18.).
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Slika 18. Log-transformirane razine noradrenalina (NA) prikazane su za vrste P. siculus (PS;
zeleno) i P. melisellensis (PM; plavo). Podaci su prikazani srednja vrijednost i standardna
devijacija uz prikaz pojedinaénih vrijednosti. Zenke su oznacene krugovima, a muZjaci trokutima.
Statisti¢ka analiza provedena je dvofaktorskom analizom varijance uz post-hoc Tukey test;

*p<0,05.
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Za razine serotonina (5HT), dvofaktorska analiza varijance pokazala je statisticki znacajnu
interakciju izmedu vrste i spola (F(1,130)=4,218, p=0,0420) te znacajan glavni ucinak spola
(F(1,130)=4,642; p=0,0331), dok glavni ucinak vrste nije bio statisti¢ki znacajan (F(1,130)=1,863;
p=0,1746). Post-hoc analiza (Tukey) provedena radi interpretacije znacajne interakcije pokazala
je da muzjaci vrste P. siculus imaju statisticki znacajno viSe razine 5SHT u odnosu na Zenke iste vrste
(p=0,0175), dok ostale usporedbe nisu dosegle statisticku znacajnost (p>0,05), iako su zabiljezene
vrijednosti vrlo bliske pragu statisticke znacajnosti izmedu muzjaka vrste P. siculus i jedinki vrste
P. melisellensis, kako za usporedbu sa Zenkama (p=0,0727), tako i s muzjacima (p=0,0505), Sto

upuduje na izrazen trend razlika izmedu navedenih skupina (Slika 19.).
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Slika 19. Log-transformirane razine serotonina (5HT) prikazane su za vrste P. siculus (PS; zeleno)
i P. melisellensis (PM; plavo). Podaci su prikazani srednja vrijednost i standardna devijacija uz
prikaz pojedinacnih vrijednosti. Zenke su oznacene krugovima, a muZjaci trokutima. Statisticka

analiza provedena je dvofaktorskom analizom varijance uz post-hoc Tukey test; *p<0,05.
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Za razinu tirozina (TYR), dvofaktorska analiza varijance nije pokazala statisticki znacajnu
interakciju izmedu vrste i spola (F(1,132)=1,700, p=0,1945), kao ni statisticki znacajan glavni
ucinak vrste (F(1,132)=0,2341, p=0,6293) ili spola (F(1,132)=2,531, p=0,1140) (Slika 20.).
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Slika 20. Log-transformirane razine tirozina (TYR) prikazane su za vrste P. siculus (PS; zeleno) i P.
melisellensis (PM; plavo). Podaci su prikazani kao srednja vrijednost i standardna devijacija uz
prikaz pojedinaénih vrijednosti. Zenke su oznagene krugovima, a muZjaci trokutima. Statisticka

analiza provedena je dvofaktorskom analizom varijance.
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Za razinu adrenalina (A), dvofaktorska analiza varijance nije pokazala statisticki znacajnu
interakciju izmedu vrste i spola (F(1,132)=1,552, p=0,2151), niti statisticki znacajan glavni ucinak

vrste (F(1,132)=2,262, p=0,1349) ili spola (F(1,132)=1,096, p=0,2971) (Slika 21.).

3_
©
=
N AA
£
811 °
0 | |
PS PM

vrsta

Slika 21. Log-transformirane razine adrenalina (A) prikazane su za vrste P. siculus (PS; zeleno) i P.
melisellensis (PM; plavo). Podaci su prikazani kao srednja vrijednost i standardna devijacija uz
prikaz pojedinacnih vrijednosti. Zenke su oznacene krugovima, a muZjaci trokutima. Statisticka

analiza provedena je dvofaktorskom analizom varijance.
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Za razinu 5-hidroksiindoleoctene kiseline (5-HIAA), dvofaktorska analiza varijance nije pokazala
statisticki znacajnu interakciju izmedu vrste i spola (F(1,131)=0,1245, p=0,7247), niti statisticki
znacajan ucinak spola (F(1,131)=0,1899, p=0,6637), medutim, utvrden je statisticki znacajan
glavni ucinak vrste (F(1,131)=10,04, p=0,0019), pri cemu je vrsta P. siculus pokazala viSe razine 5-

HIAA u odnosu na P. melisellensis (Slika 22.).
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Slika 22. Log-transformirane razine 5-hidroksiindoleoctene kiseline (5-HIAA) prikazane su za
vrste P. siculus (PS; zeleno) i P. melisellensis (PM; plavo). Podaci su prikazani srednja vrijednost i
standardna devijacija uz prikaz pojedinaénih vrijednosti. Zenke su oznac¢ene krugovima, a
muZjaci trokutima. Zenke su oznacene krugovima, a muZjaci trokutima. Statisti¢ka analiza

provedena je dvofaktorskom analizom varijance; **p<0,01.

83



Za razine triptofana (TRP), dvofaktorska analiza varijance pokazala je statisticki znacajnu
interakciju izmedu vrste i spola (F(1,132)=4,391, p=0,0380), kao i statisticki znacajan glavni ucinak
vrste (F(1,132)=11,19, p=0,0011) te grani¢no znacajan ucinak spola (F(1,132)=4,112, p=0,0446).
Post-hoc Tukeyjev test pokazao je da muZjaci vrste P. siculus imaju znacajno viSe razine TRP u

odnosu na Zenke P. siculus te muzjake i Zenke vrste P. melisellensis (Slika 23.).
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Slika 23. Log-transformirane razine triptofana (TRP) prikazane su za vrste P. siculus (PS; zeleno) i
P. melisellensis (PM; plavo). Podaci su prikazani kao srednja vrijednost i standardna devijacija uz
prikaz pojedinacnih vrijednosti. Zenke su oznacene krugovima, a muZjaci trokutima. Statisticka
analiza provedena je dvofaktorskom analizom varijance uz post-hoc Tukey test; *p<0,05;

**p<0,01; ***p<0,001.
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4.3.1 Procjena ucinkovitosti biosinteze i razgradnje serotonina

Kako bi se dobio dodatni uvid u funkcionalne odnose unutar serotoninskog metabolickog puta,

analizirani su omjeri izmedu ukljucenih metabolita. Omjer S5HT/TRP sluZi kao pokazatelj relativne

ucinkovitosti pretvorbe prekursora u neurotransmiter, dok omjer 5-HIAA/5HT odrazava relativnu

brzinu metabolizma serotonina u njegov glavni razgradni produkt, stoga analiza ovih omjera

omogucuje procjenu dinamike serotoninskog sustava. Srednje vrijednosti izracunatih omjera

razina tvari s obzirom na vrstu i spol prikazane su u Tablici 16.

Tablica 16. Deskriptivna statistika (srednja vrijednost + SD) izracunatih

HIAA/5HT s obzirom na spol, ukljucujuéi broj uzoraka (N).

omjera 5HT/TRP i 5-

Podarcis melisellensis

Podarecis siculus

analiti zenke N muzjaci N zenke N muzjaci N
5HT/TRP 57,85+40,62 | 27 | 59,48+36,13 | 39 | 48,11+22,73 | 30 | 61,09 +36,45 | 37
5-HIAA/5HT 5042 +2712 | 26 5276 +2442 | 37 7505+3719 | 30 4759 + 2264 36
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Za omjer 5HT/TRP dvofaktorska analiza varijance nije pokazala statisticki znacajnu interakciju
izmedu vrste i spola (F(1,129)=0,3171, p=0,5743), kao ni statisticki znacajan ucinak vrste

(F(1,129)=0,05280, p=0,8186) ili spola (F(1,129)=1,458, p=0,2295) (Slika 24.).
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Slika 24. Log-transformirane vrijednosti omjera serotonina i njegova prekursora triptofana
(SHT/TRP) prikazane su za vrste P. siculus (PS; zeleno) i P. melisellensis (PM; plavo). Podaci su
prikazani kao srednja vrijednost i standardna devijacija uz prikaz pojedina&nih vrijednosti. Zenke
su oznacene krugovima, a muZjaci trokutima. Statisticka analiza provedena je dvofaktorskom

analizom varijance.
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Za omjer 5-HIAA/SHT dvofaktorska analiza varijance pokazala je statisticki znacajnu interakciju
izmedu vrste i spola (F(1,123)=7,296; p=0,0079), kao i statisticki znacajan ucinak spola
(F(1,123)=6,679; p=0,0109), dok je ucinak vrste bio samo statisticki indikativan (F(1,123)=3,638;
p=0,0588). Post-hoc analiza pokazala je da Zenke vrste P. siculus imaju statisticki znacajno vise
vrijednosti omjera 5-HIAA/5HT u odnosu na muZjake iste vrste (p=0,0012), kao i u odnosu na

Zenke (p=0,0145) i muzjake (p=0,0072) vrste P. melisellensis (Slika 25.).
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Slika 25. Vrijednosti omjera metabolita serotonina i serotonina (5-HIAA/5HT) prikazane su za
vrste P. siculus (PS; zeleno) i P. melisellensis (PM; plavo). Podaci su prikazani kao srednja
vrijednost i standardna devijacija uz prikaz pojedinaénih vrijednosti. Zenke su oznagene

krugovima, a muZjaci trokutima. Statisticka analiza provedena je dvofaktorskom analizom

varijance uz post-hoc Tukey test;*p<0,05; **p<0,01.
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4.4 Molekularne analize
4.4.1 lzolacija RNA

Svi uzorci RNA uspjesno su izolirani komercijalnim kompletom GenElute™ RNA/DNA/Protein
Purification Plus Kit (Sigma-Aldrich, SAD), sto je potvrdeno spektrofotometrijskim mjerenjima
Cistoce i koncentracije izolirane RNA te elektroforezom i vizualizacijom na 1,5% agaroznom gelu.
Integritet RNA verificiran je jasnom vizualizacijom 28S i 18S ribosomskih podjedinica bez
prisutnosti vidljive kontaminacije genomskom DNA (gDNA) u jaZzicama (Slika 26.). Prosjecna

koncentracija izolirane RNA u analiziranim uzorcima iznosila je 291,55+75,59 ng/uL.

$S02 SP24 SK21 SS28 SS05 MS25 SK23 5522 MK10 MS08 SS10 5503

Slika 26. Uzorci izolirane RNA na 1,5% agaroznom gelu. Autor fotografije: Dunja Vlasic.

4.4.2 Sekvenciranje RNA

Za potrebe provodenja molekularnih analiza, odnosno dizajna pocetnica za referentne gene i
gene od interesa, u tvrtku Novogene poslano je 12 uzoraka izolirane RNA. Nakon provedene
kontrole kvalitete (QC), svi zaprimljeni uzorci RNA pokazali su zadovoljavajuéu Cistocu i integritet
te su ukljuéeni u postupak izrade knjiznice i RNA sekvenciranja. De novo sastavljanjem
transkriptoma dobiveno je ukupno 600 357 transkripata, odnosno 255 189 unigena (eng.

unigene), odnosno jedinstvenih sekvenci koje predstavljaju skup transkripata jednog gena.
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Prosjecna duljina transkripata iznosila je 1105 bp, dok je prosje¢na duljina unigena bila 915 bp.

Dobivena baza podataka (datoteka unigene.fasta) posluzila je kao predlozak za dizajn specificnih

parova pocetnica za ciljne gene i gene od interesa.

4.4.3 Odabir gena i dizajn pocetnica za qPCR analizu

Pocetnice za gPCR-analizu dizajnirane su koristenjem baze NCBI, prema klasterima dobivenima

RNA-sekvenciranjem. Na temelju rezultata HPLC-MS/MS analiza, koje su pokazale statisticki

znacajne razlike u serotoninskom metabolizmu, odabrani su geni koji kodiraju enzime uklju¢ene

u sintezu i razgradnju serotonina te pripadajuc¢e receptore. U skladu s time dizajnirane su

pocetnice za sintetski enzim triptofan hidroksilazu (TPH), razgradne enzime monoamin oksidazu

A i B (MAOA i MAOB) te serotoninske receptore 5HTR1A i 5HTR2B. Nukleotidni sljedovi

dizajniranih pocetnica za gene od interesa, kao i za tri odabrana referentna gena (Gapdh, Pgk1,

Ywhaz), zajedno s pripadajuéim klasterima prikazani su u Tablici 17.

Tablica 17. Nukleotidni sljedovi poCetnica referentnih gena i gena od interesa te pripadajudi

klasteri koriSteni pri njihovom dizajniranju.

Gen Uzvodna pocetnica Nizvodna pocetnica Klaster
Gapdh 5'-TGTAATCTCTGCCCCATCAGC-3' 5'-GCAAGAAGCATTGCTGACGAT-3' 5174.88484
Pgk1 5'-CCTGATGGGGTTCCTATGCC-3' 5'-TCAGGAACATGACATCCCTGCTT-3' | 5174.92889
Ywhaz 5'-TGGCCCGAGAATACAGAGAGA-3' 5'-ACTTTTCCAACAGAGACAGCAC-3' 5174.91429
Tph2 5'-GGACAATGTGTATCGGCAGAGAA-3' 5'-CTCGACAGGCGTGAGTAGGA-3' 5174.130445
MaoA 5'-CTAGGTGGGACCTACCCAGA-3' 5'-TGGTTTTGGTCCAGCAGTGT-3' 5174.92206
MaoB 5'-GACACTAAACCCGATGGAAGTTTT-3' 5'-CTCGGTGCCTGCAAAGAAGATT-3' | 5174.62841
5Htrla | 5'-CGACTACGTCAACAAGCGGA-3' 5'-TTCTTGACGGTCTTGCGGAT-3' 5174.73858
5Htr2b | 5'-CTCCAGCAGGCTCTCGTTCA-3' 5'-GTATGGCCGACGGAGACTGG-3' 5174.67359
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4.4.4 Validacija i optimizacija parametara qPCR reakcije

Optimalna temperatura taljenja za svaki par pocetnica odredena je analizom krivulji taljenja

dobivenih gPCR metodom uz primjenu temperaturnog gradijenta u rasponu od 54,1 °C do 64,1

°C, kako je opisano u potpoglavlju 3.2.2.6.1 (Slika 9.). Prikaz svih krivulji taljenja, dobivenih

analizom uzorka smjese cDNA pri 12 razliCitih temperatura taljenja, nalazi se u Prilogu 9.3.

Eksperimentalno odredene optimalne temperature taljenja odstupale su od deklariranih

vrijednosti dobavljaca, Sto opravdava nuzZnost ispitivanja temperaturnog gradijenta radi

postizanja maksimalne specificnosti umnazanja. Usporedba eksperimentalno dobivenih i

deklariranih temperatura taljenja prikazana je u Tablici 18.

Tablica 18. Optimalne temperature taljenja eksperimentalno odredene za svaki par pocetnica i

usporedba temperatura taljenja navedenih u specifikacijskom listu.

Gen Pocetnica | Tm dobavljaca (°C) | Tmeksperimentalni (°C)
Gapdh Eizzvvooddnnaa ?2:2 29,7
Pgkl Eizzvvooddnnaa 2;471 29,7
Ywhaz Eizzvvooddnnaa Zj 29,7
Tph2 Eizzvvooddnnaa EZ:Z 63,2
MaoA Eizzvvooddnnaa Z:g 63,9
MaoB Eizzvvooddnnaa g?:g 63,2
SHtrla Eizzvvooddnnaa ;;i 63,2
SHtr2b Eizzvvooddnnaa gg:g 29,7
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Pri eksperimentalno odredenim temperaturama taljenja za svaki par pocetnica odredena je
ucinkovitost umnazanja pomocu standardne krivulje, konstruirane ucrtavanjem logaritma
poCetne masene koncentracije cDNA u odnosu na dobivene vrijednosti Cq. Jednadzbe pravca
linearne regresije i pripadajuci koeficijenti determinacije (r?) koristeni su za evaluaciju linearnosti
gPCR reakcija (Tablica 19.). Prema MIQE smjernicama, prihvatljiv raspon ucinkovitosti qPCR
umnazanja iznosi 90—110%. Koeficijenti determinacije (r*>0,98) potvrdili su visoku linearnost svih
gPCR reakcija. U¢inkovitost umnaZzanja kretala se u rasponu od 79,9 % (Tph2) do 110,7 % (5Htr1a).
lako je ucinkovitost za Tph2 i 5htr2b bila niza od idealnih 90 %, s obzirom na to da su linearnost
(r?), senzitivnost (LOD) i reproducibilnost bile zadovoljavajuée te da smo prilikom analize
ekspresije svih gena uzeli u obzir u€inkovitost, odlucili smo nastaviti analizu ekspresije gena Tph2
i 5htr2b. Ostali geni zadovoljili su stroge kriterije validacije prema MIQE smjernicama (90-110 %).
Referentni geni (Gapdh, Pgkl, Ywhaz) pokazali su nize vrijednosti granice detekcije (LOD) u
usporedbi s genima od interesa, pri ¢emu je LOD definiran kao najniZza koncentracija ciljnog
transkripta detektirana u 295 % tehnickih ponavljanja (Tablica 19.). Najnizi LOD zabiljezen je za
GAPDH (0,00005 ng/uL), dok su geni Tph2, MaoB i 5Htr2b pokazali visu granicu detekcije (0,05
ng/uL).
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Tablica 19. Vrijednosti ucinkovitosti umnazanja (E, %), nagiba standardne krivulje, koeficijenta

determinacije (r?) te granice detekcije (LOD, ng/uL) za svaki analizirani gen.

Gen E (%) Nagib r2 LOD (ng/uL)
Gapdh 90,21 -3,58 0,99 | 0,00005
Pgk1 90,44 -3,57 0,99 | 0,0005
Ywhaz 97,42 -3,38 0,99 | 0,0005
Tph2 79,09 -3,95 0,99 | 0,005
MaoA 90,06 -3,59 0,99 | 0,005
MaoB 93,20 -3,50 0,99 | 0,005
5SHtrla 110,70 | -3,09 0,99 | 0,005
5Htr2b 80,75 -3,89 0,99 | 0,005
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4.4.5 Andadliza ekspresije gena

Nakon optimizacije parametara qPCR reakcije, ukljucujuéi odredivanje optimalne temperature
taljenja pocetnica, provjeru ucinkovitosti umnazanja i granica detekcije za svaki gen, uspjesno su
provedena eksperimentalna qPCR mjerenja u svrhu analize ekspresije gena Tph2, MaoA, MaoB,
5Htrla i 5Htr2b. Relativna ekspresija gena ispitana je gRT-PCR metodom na ukupno 129 uzoraka
- 29 Zenki i 34 muZjaka vrste PM te 29 Zenki i 37 muZjaka vrste PS. Dobivene Cq vrijednosti,
normalizirane prema geometrijskoj sredini tri referentna gena, koriStene su za statisti¢ku analizu
ucinaka vrste i spola na ekspresiju gena. Srednje vrijednosti i standardne devijacije za svaki gen

po spolu i vrsti prikazane su u Tablici 20.

Tablica 20. Deskriptivna statistika (srednja vrijednost + SD) ekspresije gena Tph2, MaoA, MaoB,

5Htrla i 5Htr2b po spolu i vrsti, uklju€ujuéi broj uzoraka (N).

Podarcis melisellensis Podarecis siculus

Gen Zenke N | Muzjaci N | Zenke N | Muzjaci N

Tph2 0,895+0,140 | 29 | 0,849+0,208 | 34 | 0,816+0,187 | 27 | 0,877 +0,161 | 37

MaoA 1,036+0,038 | 29 | 1,028+0,024 | 32 | 1,012+0,025 | 26 | 1,019+0,022 | 36

MaoB | 0,893+0,095 | 29 | 0,915+0,078 | 32 | 0,908 +0,095 | 26 | 0,944 £0,068 | 34

5Htrla | 0,141+0,108 | 29 | 0,163+0,178 | 33 | 0,166+0,135 | 29 | 0,289+0,197 | 36

5Htr2b | 1,015+0,066 | 28 | 1,028 +0,069 | 33 | 0,916 +0,063 | 29 | 0,946 +0,041 | 34

Dvofaktorska analiza varijance provedena je kako bi se ispitao ulinak vrste i spola te njihove
interakcije na razine ekspresije svakog od promatranih gena (Tph2, MaoA, MaoB, 5HTrl1a i

5HTr2b).
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Dvofaktorska analiza varijance nije pokazala statisti¢ki znacajnu interakciju izmedu vrste i spola
za ekspresiju gena Tph2 (F(1,123)=3,626, p=0,0592), iako je uocen trend prema znacajnosti, niti
znacajan glavni ucinak vrste (F(1,123)=0,5765, p=0,4491) ili spola (F(1,123)=0,0142, p=0,9053)
(Slika 27.).
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Slika 27. Relativna razina ekspresije gena Tph2 prikazana je u odnosu na vrstu u populacijama
Podarcis siculus (PS; zeleno) i Podarcis melisellensis (PM; plavo). Rezultati su izrazeni kao log-
transformirane vrijednosti relativne ekspresije u arbitrarnim jedinicama (AU) i prikazani kao
srednja vrijednost i standardna devijacija, uz prikaz pojedinaénih vrijednosti. Zenke su oznagene
krugovima, a muZjaci trokutima. Statisticka analiza provedena je dvofaktorskom analizom

varijance.
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Za gen MaoA, dvofaktorska analiza varijance nije pokazala statisticki znacajnu interakciju izmedu
vrste i spola (F(1,119)=2,335, p=0,1292), medutim, utvrden je statisticki znacajan ucinak vrste na
razinu ekspresije gena (F(1,119)=10,21, p=0,0018), dok ucinak spola nije bio statisti¢ki znacajan
(F(1,119=0,006239, p 0,9372) (Slika 28.).
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Slika 28. Relativna razina ekspresije gena MaoA prikazana je u odnosu na vrstu u populacijama
Podarcis siculus (PS; zeleno) i Podarcis melisellensis (PM; plavo). Rezultati su izrazeni kao log-
transformirane vrijednosti relativne ekspresije u arbitrarnim jedinicama (AU) i prikazani kao

srednja vrijednost i standardna devijacija, uz prikaz pojedinaénih vrijednosti. Zenke su oznacene

krugovima, a muzjaci trokutima. **p<0,01; dvofaktorska analiza varijance.
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Za gen MaoB, dvofaktorska analiza varijance nije pokazala statisticki znacajnu interakciju izmedu
vrste i spola (F(1,117)=0,1975, p=0,6576), kao ni statisticki znacajan ucinak vrste (F(1,117)=1,939,
p=0,1664), dok je za ucinak spola uo¢en trend prema znacajnosti (F(1,117)=3,756, p=0,0550) (Slika
29.).
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Slika 29. Relativna razina ekspresije gena MaoB prikazana je u odnosu na vrstu u populacijama
Podarcis siculus (PS; zeleno) i Podarcis melisellensis (PM; plavo). Rezultati su izrazeni kao log-
transformirane vrijednosti relativne ekspresije u arbitrarnim jedinicama (AU) i prikazani kao

srednja vrijednost i standardna devijacija, uz prikaz pojedinaénih vrijednosti. Zenke su oznacene

krugovima, a muzjaci trokutima. Statisticka analiza provedena je dvofaktorskom analizom

varijance.
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Dvofaktorska analiza varijance nije pokazala statisticki znacajnu interakciju izmedu vrste i spola
za ekspresiju gena 5HTr1a (F(1,123)=3,650, p=0,0584), dok su utvrdeni statisticki znacajni glavni
ucinci vrste (F(1,123)=6,360, p=0,0130) i spola (F(1,123)=6,737, p=0,0106) (Slika 30.).

=) =)
e < =<
£ £
s c 2

-~ .-
ex ET
35 S
‘—f :n__:‘ % 3¢=)‘
£8 =8
o a o a
22 22

< @

-2.5 T T -2.5 T T
PS PM zenke muzjake
vrsta spol

Slika 30. Relativna razina ekspresije gena 5Htr1a prikazana je u odnosu na vrstu u populacijama
Podarcis siculus (PS; zeleno) i Podarcis melisellensis (PM; plavo) te u odnosu na spol. Rezultati su
izrazeni kao log-transformirane vrijednosti relativne ekspresije u arbitrarnim jedinicama (AU) i
prikazani kao srednja vrijednost i standardna devijacija, uz prikaz pojedina¢nih vrijednosti. Zenke

su oznacene krugovima, a muzjaci trokutima. *p<0,05; dvofaktorska analiza varijance.
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Za gen 5Htr2b, dvofaktorska analiza varijance nije pokazala statisticki znacajnu interakciju izmedu

vrste i spola (F(1,120)=0,8999, p=0,3447), no utvrden je statisticki vrlo znacajan ucinak vrste

(F(1,120)=68,89, p<0,0001), kao i statisticki znacajan ucinak spola (F(1,120)=4,347, p=0,0392)

(Slika 31.).
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Slika 31. Relativna razina ekspresije gena 5Htr2b prikazana je u odnosu na vrstu u populacijama

Podarcis siculus (PS; zeleno) i Podarcis melisellensis (PM; plavo) te u odnosu na spol. Rezultati su

izraZeni kao log-transformirane vrijednosti relativne ekspresije u arbitrarnim jedinicama (AU) i

prikazani kao srednja vrijednost i standardna devijacija, uz prikaz pojedina¢nih vrijednosti. Zenke

su oznacene krugovima, a muzjaci trokutima. *p<0,05, **** p<0,0001; dvofaktorska analiza

varijance.
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4.4.6 Korelacije izmedu ekspresije gena i razine neurokemijskih analita

Korelacije izmedu izmjerenih razina monoamina i njihovih metabolita i ekspresije gena testirane
su Spearmanovim koeficijentom korelacije (p). Analiza je pokazala izrazeniju medusobnu

povezanost neurokemijskih analita u odnosu na ekspresiju gena.

Izmjerene razine monoamina i njihovih metabolita pokazale su snaznu medusobnu povezanost,
pri ¢emu je vrlo jaka korelacija zabiljeZzena izmedu DA i 5HT (p=0,81; p<0,0001), kao i izmedu TYR
i TRP (p=0,78; p<0,0001). Umjerene korelacije uocene su izmedu DA i NA (p=0,59), DA i 5-HIAA
(p=0,59) te izmedu 5HT i 5-HIAA (p=0,53; sve p<0,0001).

Unutar skupine gena zabiljeZzena je umjerena pozitivna korelacija izmedu ekspresije 5Htr2b i
MaoA (p=0,46; p<0,0001), i slaba pozitivna korelacija izmedu ekspresije MaoA i MaoB (p=0,30;
p<0,0001) i 5Htr1a i MaoB (p=0,38; p<0,0001). Korelacije medu ostalim genima nisu dosegle prag

statisticke znacajnosti.

Korelacije izmedu ekspresije gena i razine neurokemijskih analita bile su uglavnom slabe te nisu

dosegle prag statisticke znacajnosti (Slika 32.).
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Slika 32. Korelacije ekspresije gena (5Htr1a, 5Htr2b, MaoA, MaoB, Tph2) i razina monoamina te

njihovih metabolita (DA, NA, 5HT, TYR, A, 5-HIAA i TRP) izmjerenih u uzorcima mozdanog tkiva

gustera PM i PS. Prikazane su vrijednosti Spearmanova koeficijenta korelacije (p); crvena boja

oznacava negativnu, a plava pozitivnu korelaciju, uz gradaciju boje ovisno o jacini korelacije.

Radi veée preglednosti prikaza, korelacije s vrijednostima manjima od 0,01 nisu numericki

prikazane (prazna polja).
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5 RASPRAVA

5.1 Razvoj i optimizacija HPLC-MS/MS metode za analizu monoamina i njihovih metabolita

lako su se HPLC metode s elektrokemijskom (ECD) ili fluorescencijskom (FLD) detekcijom s
vremenom nametnule kao standard u neurokemijskim istrazivanjima (Bickerisur., 2013; Xie i sur.,
2018; Shen i sur., 2019; Shi i sur., 2022), njihova primjena na kompleksne i ogranicene bioloske
uzorke, poput mozga gustera, nosi znacajne analiticke rizike. Dok ECD cesto karakterizira
nestabilnost signala uslijed zagadenja elektroda, a FLD zahtijeva radno intenzivnu derivatizaciju,
koja moze unijeti dodatnu varijabilnost (Bicker i sur., 2013; Shen i sur., 2019), nas metodoloski
pristup bazirao se na tandemskoj spektrometriji masa (LC—MS/MS), kao robusnijoj, suvremenijoj
alternativi. Za razliku od UV detekcije, koja je u ranijim studijama na rodu Podarcis bila ogranicena
na uzi spektar analita (Nikolic i sur., 2019), MS/MS detekcija omogudila nam je razvoj metode za
istodobno pracenje 11 ciljanih analita (A, DA, 5-HIAA, 5HT, 5HTP, L-DOPA, NA, TRP, TYR, VMA) u
standardnim otopinama. Nemogucnost pouzdane kvantifikacije preostalih analita ne upucuje
nuzno na to da nisu prisutni u metabolizmu, vec sugerira da su njihove endogene koncentracije u
analiziranom bioloskom matriksu bile ispod granica detekcije (LOD) i kvantifikacije (LOQ) razvijene
LC-MS/MS metode. S obzirom na iznimno malu masu analiziranog tkiva te vrlo niske fizioloske
koncentracije pojedinih intermedijera, osobito kemijski labilnih spojeva poput L-DOPA i 5-HTP koji
se brzo metaboliziraju, signal tih analita vjerojatno je ostao ispod praga instrumentalne
osjetljivosti. Unato¢ tim ograni¢enjima, metoda je omogucila znatno Siri uvid u monoaminski

profil mozga gustera u odnosu na prethodne pristupe.

Ovakav pomak prema suvremenim analitickim trendovima (Bosse i sur., 2017; Xie i sur., 2018;
Shen i sur., 2019; Hori i sur., 2026) bio je klju¢an preduvjet za sveobuhvatno profiliranje mozga
gustera. Primjena MS/MS detekcije osigurala je visoku selektivnost bez potrebe za kompleksnom
pripremom uzorka koja bi mogla uzrokovati degradaciju termolabilnih analita (Hori i sur., 2026).
Razvoj nove metode stoga je bio nuzan za pouzdanu analizu monoamina, njihovih prekursora i
metabolita u nasem specificnom uzorku. Bududi da je rijec o izuzetno malom volumenu konacnog

ekstrakta koji ne dopusta viSestruka ponavljanja analize, metodoloski cilj bio je omoguditi
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simultanu kvantifikaciju 11 analita od interesa. Osim izuzetno niske koncentracije, kemijska
labilnost monoamina i njihovih metabolita takoder predstavlja velik analiticki izazov u svim
koracima razvoja metode, od predpripreme uzorka i ekstrakcijskog postupka pa sve do same
optimizacije kromatografskih uvjeta. Upravo je detaljna optimizacija svih koraka unutar ovog LC—
MS/MS protokola omogudila precizan uvid u neurokemijski sastav mozga gustera, $to ranijim
metodama nije bilo mogucée. VaZno je pritom razlikovati analiticki kapacitet novorazvijene
metode od njezine prakti¢ne primjene na bioloSke uzorke mozga gustera. lako novorazvijena
metoda u otopinama stanadarada uspjeSno i istovremeno detektira 11 ciljanih analita, u
homogenatima jedne polutke mozga gustera pouzdano je kvantificirano njih 7. Ovakav rezultat
najvjerojatnije je posljedica male dostupne koli¢ine tkiva mozga, uslijed ¢ega su endogene
koncentracije preostala Cetiri analita u konacnom ekstraktu bile ispod granice kvantifikacije
(LOQ). Pritom pojedini metaboliti u mozgu prirodno dolaze u vrlo niskim fizioloSkim
koncentracijama zbog brzog metabolickog obrtaja (eng. turnover) pa kada se takav, masom
ogranicen bioloski matriks podvrgne nuznom razrjedenju tijekom postupka ekstrakcije, signali tih
analita padaju ispod praga osjetljivosti instrumenta, odnosno unutar omjera signala i Suma koji
ne zadovoljava kriterije kvantifikacije (S/N<10). Unato¢ tome, metoda je omogucila uspjesnu
kvantifikaciju 7 analita u izrazito ograni¢enoj koli¢ini mozdanog tkiva, Sto predstavlja znacaj
analiticki napredak u o analiticki i pruza dosad najiscrpniji uvid u neurokemijski neg profil roda

Podarcis.

5.1.1 Optimizacija predanaliticke pripreme uzorka

Razvoj metode za kvantifikaciju monoamina u mozgu gustera podrazumijevao je nadilazenje niza
analitickih prepreka koje proizlaze iz same kemijske prirode ovih spojeva, kao i njihove niske
koncentracije te ograni¢ene dostupnosti u specificnom matriksu mozdanog tkiva (Bicker i sur.,
2013; Xie i sur., 2018). Jedan od klju¢nih izazova u predpripremi predstavlja podloZnost bioloskih
uzoraka, po uzorkovanju, rezidualnoj enzimskoj aktivnosti, koja moze znacajno izmijeniti

neurokemijski profil tkiva. Upravo iz tog razloga ucinkovita inaktivacija ili supresija enzima
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predstavlja prvi kriti¢ni korak u pripremi uzoraka za daljnje analize (Lee i sur., 2018). Dodatni
izazov predstavlja izrazena kemijska nestabilnost monoamina. Zbog prisutnosti fenolnih
hidroksilnih skupina, osobito kod katekolamina, skloni su spontanoj oksidaciji u kinonske derivate,
pri ¢emu se proces znacajno ubrzava pri poviSenim temperaturama i bazicnim uvjetima (pH>7)
(Bicker i sur., 2013). Nadalje, dokazano je da su monoamini osjetljivi i na vrijeme pohrane te
izlaganje svjetlosti, koje moze katalizirati fotooksidaciju i dodatnu degradaciju (Nalewajko i sur.,
2007; Bicker i sur., 2013; Lee i sur., 2018). U nasem protokolu, enzimska aktivnost i procesi
degradacije minimizirani su trenutanim zamrzavanjem uzoraka na suhom ledu, odmah po
izdvajanju mozga iz lubanje. Do homogenizacije, polutke mozga ¢uvane su na -80 °C, a sama
homogenizacija je provodena na ledu. Za postupak homogenizacije koristena je ultraCista voda
HPLC kvalitete (pH oko 5,5-6,0), ¢ime je osigurano blago kiselo okruZzenje, koje smanjuje
mogucénost oksidacije monoamina. U ovom koraku nisu dodavane dodatne kiseline, kako bi se
izbjegle potencijalne analiticke interferencije te kontaminacija izvora ionizacije u MS detektoru.
Stabilnost analita dodatno je osigurana brzim procesiranjem uzoraka pri niskim temperaturama,
¢ime je vrijeme izloZenosti potencijalnim degradacijskim procesima svedeno na minimum.
Slijedom toga, svi daljnji koraci centrifugiranja, kao i pohrana uzoraka u autosampleru tijekom LC—
MS/MS analiza, odvijali su se pri 4 °C. Kako bi se sprijecila moguénost fotooksidacije, koristene su
zatamnjene bocice (viale), a poCetne standardne otopine (eng. stock solutions) Cuvane su pri -20

°C u staklenim tikvicama zasti¢enima od svjetla, omotanim aluminijskom folijom.

5.1.2 Optimizacija ekstrakcijskog postupka

Nakon stabilizacije uzorka, iduéi klju¢ni korak u razvoju analiticke metode jest istovremena
izolacija metabolita od interesa iz slozenog bioloSkog matriksa uz uklanjanje interferirajucih
spojeva. Zbog slozenosti bioloskih uzoraka, posebice tkiva, Cesto je nuino uklanjanje
makromolekula, poput proteina i lipida, koje mogu uzrokovati interferencije tijekom
kromatografske separacije i/ili dovesti do kontaminacije LC kolone i MS izvora (Bicker i sur. 2013;
Mtynarczyk i sur., 2024). Najées¢e metode za ekstrakciju metabolita ukljuuju precipitaciju

proteina, ekstrakciju tekuée-tekuce (eng. liquid-liquid extraction, LLE) ili ekstrakciju na ¢vrstoj fazi
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(eng. solid-phase extraction, SPE) (Mtynarczyk i sur., 2024). Svaka od ovih metoda ima specificne
prednosti i ogranicenja, a njihov izbor ovisi o fizikalno-kemijskim svojstvima analita, sloZenosti
matriksa te cilju analize. lako se u suvremenim istrazivanjima favorizira selektivnija SPE, ponajvise
zbog ucinkovitijeg uklanjanja interferencija iz matriksa, takvi su postupci ¢esto radno intenzivni —
uklju€uju veci broj manipulacijskih koraka, duze vrijeme pripreme uzorka te veci rizik od gubitka
analita, osobito kod kemijski nestabilnih spojeva poput monoamina (Bicker i sur., 2013; Horii sur.,
2026). Unato¢ tome Sto LLE moze biti manje selektivna od SPE i ponekad rezultirati
koekstrakcijom komponenti matriksa, prednost LLE pristupa je relativno ucinkovita ekstrakcija
metabolita razli¢ite polarnosti, ¢ime se izbjegava potreba za visestrukim i selektivnim elucijama
koje karakteriziraju SPE (Bicker i sur. 2013, Mtynarczyk i sur., 2024). Kako je na$ ciljani
monoaminski profil obuhvacao 11 analita razlicitih polarnosti iz male koli¢ine dostupnog uzorka
(prosje¢na masa polutke mozga iznosi 20.07 + 4.86 mg), upravo je primjena modificirane LLE i
filtracije omogucdila izolaciju te simultano pracenje svih spojeva od interesa u jednom analitickom

ciklusu.

Suvremeni pristupi, potkrijepljeni najnovijim istraZzivanjima, naglasavaju vaznost maksimalne
redukcije koraka pripreme kako bi se osigurala visoka ponovljivost i oCuvao integritet osjetljivih
analita (Hori i sur., 2026; Mtynarczyk i sur., 2024). S obzirom na osjetljivost monoamina na
oksidaciju i degradaciju, u ovom istrazivanju razvijen je i primijenjen pojednostavljeni pristup
pripreme uzoraka s minimalnim brojem koraka, kako bi se maksimalno o¢uvao integritet analita.
Nakon homogenizacije mozdanog tkiva, uzorci su centrifugirani pri maksimalnom broju okretaja
(21300 xg) tijekom 25 min, s ciliem odvajanja i uklanjanja stani¢nih ostataka. Odvojeni
supernatant potom je podvrgnut modificiranoj LLE, odnosno kratkoj ekstrakciji u kloroformu. Ovaj
korak omogucio je uklanjanje lipofilnih komponenti matriksa u odvojenu, organsku fazu, dok su
polarni monoamini i njihovi metaboliti ostali u vodenoj fazi. Kako bi se osiguralo potpuno
otklanjanje eventualno zaostalih Cestica, vodena faza po separaciji je filtrirana kroz 0,22 pum
celulozno-acetatne membranske filtere, Cime je osiguran Cist ekstrakt, koji ne predstavlja rizik za
kontaminaciju HPLC-MS/MS sustava. Slican koncept pripreme uzoraka u Sto manjem broju koraka

za LC-MS/MS analize monoamina pokazali su Hori i sur. (2026). Primjenom vrlo jednostavnog
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ekstrakcijskog postupka koji je podrazumijevao ekstrakciju metanolom, centrifugiranje i izravno
injektiranje, postigli su pouzdanu kvantifikaciju monoamina iz izuzetno male koli¢ine dostupnog
bioloSkog uzoraka — glave samo jedne jedinke vinske musice (Drosophila). Ovakav pristup
naglasava prednosti smanjenja broja manipulacijskih koraka tijekom pripreme uzoraka, u svrhu
$to manjeg gubitka i degradacije analita od interesa te omogucuje analize vrlo ogranicene koli¢ine
bioloskog materijala. Tako je, izbjegavanjem kompleksnih SPE protokola i derivatizacije, koji
prema Bicker i sur. (2013), Mtynarczyk i sur. (2024) i Hori i sur. (2026) povecavaju rizik od gubitka
analita uslijed adsorpcije ili nepotpune elucije, nas pristup osigurao izravnu detekciju monoamina
i njihovih metabolita iz jedne polutke mozga u samo jednom analitickom ciklusu. Izbjegavanjem
kompleksnih postupaka derivatizacije i viSestrukih koraka prociséavanja, (eng. clean-up) smanjeni
su gubici analita i postignut je zadovoljavajuci analiticki povrat ciljanih spojeva unutar jednog
analitickog ciklusa. Optimizacija ovih koraka bila je temeljni preduvjet za uspjeSnu analizu
pojedinacnih uzoraka bez potrebe za njihovim udruzivanjem (eng. pooling). Primjenom ovako
konfigurirane metode na ekstremno male volumene — konkretno, na pojedinacne polutke mozga
gustera — uspjesno je kvantificirano 7 analita. Ovakav analiticki pristup omogucio je precizan uvid
u interindividualnu varijabilnost (razlike medu jedinkama), koja bi se udruZivanjem uzoraka
nepovratno izgubila. Detekcija i kvantifikacija te varijabilnosti na razini pojedinacnog organizma
klju¢ne su za dublje razumijevanje neurokemijske podloge bihevioralnih razlika i specificnosti

unutar i izmedu promatranih vrsta roda Podarcis.

5.1.3 Optimizacija kromatografskih uvjeta i masene detekcije

Uspostava precizne kvantifikacije monoamina omoguéena je primjenom odgovarajuceg
unutarnjeg standarda (IS), koji kompenzira gubitke tijekom ekstrakcije i varijacije u ionizaciji. lako
se u LC-MS/MS analizama preferiraju izotopno oznaceni standardi, najces¢e odabrani interni
standard za analize monoamina jest DHBA (Bicker i sur. 2013), buduci da zadovoljava kljucne
kriterije (strukturna sli¢nost, ne pojavljuje se prirodno u bioloSkom uzorku, stabilnost), a pritom

je i ekonomski pristupacniji. DHBA je koristen kao IS za sve analizirane spojeve, Sto je omogucilo
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pouzdanu korekciju mogucih gubitaka tijekom ekstrakcije i fluktuacije u ionizaciji te osiguralo

visoku preciznost i ponovljivost analitickog pracenja ciljnih spojeva.

Odabir kromatografske kolone i mobilne faze bio je kljuan za omogucavanje optimalne
separacije analiziranih monoamina i njihovih metabolita. Kako su monoamini izrazito polarne
molekule niske molekulske mase, njihova je kromatografska separacija izazovna. U kiselim
uvjetima pozitivno su nabijeni, a zbog svoje hidrofilnosti slabo se zadrzavaju na standardnim
hidrofobnim stacionarnim fazama, Sto ¢esto dovodi do vrlo brze elucije analita, ponekad vec¢ u
tzv. mrtvom volumenu, odnosno u onom volumenu mobilne faze koji prolazi kroz kolonu bez
ikakve interakcije sa stacionarnom fazom. lako su dostupne razlicite analiticke kolone punjene
stacionarnim fazama na bazi silika-gela kemijski modificiranog alkilnim lancima (npr. C8, C18,
C30), kao i monolitne kolone, C18 kolone obrnute faze i dalje su najcesci izbor zbog relativno brze
analize, stabilne retencije te zadovoljavajuée separacije polarnih spojeva (Bicker i sur., 2013). U
nasoj metodi koristena je upravo Kromasil 100-5-C18 kolona s pripadaju¢om pretkolonom.
Pretkolonu smo koristili radi zastite same analiticke kolone, a posljedicno i cijelog
kromatografskog sustava, od Cestica matriksa i potencijalnih onecis¢iva¢a prisutnih u

kompleksnom bioloSkom uzorku homogenata polutke mozga. Time smo produzili vijek trajanja

kolone te osigurali stabilnost i reproducibilnost analize.

Kako bismo prevladali rizik prebrzog prolaska polarnih analita kroz hidrofobnu C18 stacionarnu
fazu, optimizirali smo klju¢ne parametre mobilne faze: udio organskog modifikatora, sastav
pufera i pH. U¢inak pH mobilne faze izravno je povezan sa stupnjem ionizacije analita, ovisno o
njihovim pKa vrijednostima. Bududi da ve¢ izuzetno male promjene pH mogu uzrokovati velike
pomake u retencijskim vremenima i obliku vrhova, pravilna optimizacija ovog parametra od
presudne je vaznosti. U literaturi se, za razdvajanje monoamina, najcesce koriste pH vrijednosti
mobilne faze niZe od 4,5, ne samo zbog stabilnosti stacionarne faze, odnosno silika-gela, vec i radi
smanjenja oksidacije samih monoamina. Usprkos tome Sto je izokratna elucija jednostavnija za
primjenu, u slucaju analize veceg broja spojeva razlicite polarnosti ¢esto ne omogucava

zadovoljavajuce razdvajanje. Upravo zbog velikog broja spojeva razliCite polarnosti u jednom
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uzorku, kao i svih navedenih ograni¢enja, u naSem slucaju bila je nuzna gradijentna elucija.
Gradijentna metoda zapocinje s 0 % organske faze to jest sa 100 % vodene faze (0,1 % mravlja
kiselina u’5 mM amonijevom formijatu), ¢ime je omoguceno bolje zadrZavanje polarnih analita na
C18 koloni na pocetku analize. Postupno povecanjem udjela organske faze (0,1 % mravlja kiselina
u 5 mM amonijevom formijatu u smjesi acetonitrila i vode u omjeru 95:5) omogucilo je ispiranje
manje polarnih analita koji se snaznije vezu i posljedi¢no duZe zadrzavaju na stacionarnoj fazi.
Zbog izrazene supresije signala (eng. ion suppression) koju TFA uzrokuje pri ESI ionizaciji, u razvoju
MS metode ona je zamijenjena mravljom kiselinom i amonijevim formijatom. lako TFA osigurava
bolju kromatografsku rezoluciju, njezin ucinak ionskog uparivanja u plinskoj fazi drasti¢no
narusava osjetljivost masene detekcije. Ovakav sustav omogucio je ucinkovito razdvajanje i
ravnomjernu eluciju bez potrebe za upotrebom agresivnih ionskih parova, koji prema Bicker i sur.
(2013) mogu produljiti vrijeme ekvilibracije kolone, narusiti oblik vrhova i zahtijevati ¢escée

CiS¢enje sustava zbog visokog sadrzaja soli u mobilnoj fazi.

5.1.4 Andliticke prednosti i ograni¢enja metode

Nas metodoloski pristup nadovezuje se na ranija istrazivanja kojima je cilj bio HPLC metodama
detektirati monoamine u mozdanom tkivu. Metodu koju su Thomas i sur. (2015) razvili za
detekciju 5HT i NA u mozgu miseva, Nikolic i sur. (2019) su prilagodili za analizu monoamina u
mozgu gustera. U potonjem istrazivanju autori su pomocu UV-Vis detektora kvantificirali razine
5HT, DA i NA u uzrocima mozga vrsta Podarcis siculus i Podarcis melisellensis. Taj smo pristup
znacajno unaprijedili razvojem i primjenom LC-MS/MS metode koja, za razliku od prethodne
detekcije 3 analita, u standardnim otopinama pouzdano i simultano detektira i kvantificira njih
¢ak 11 u jednom analitickom ciklusu (A, DA, 5-HIAA, 5HT, 5HTP, L-DOPA, NA, TRP, TYR, VMA). Pri
primjeni na realne uzorke mozga gustera roda Podarcis, metoda je omogucila pouzdanu
kvantifikaciju 7 analita, ukljuéuju¢i monoamine (5-HT, DA, NA, A), njihove aminokiselinske
prekursore (TRP, TYR) te glavni metabolit serotonina (5-HIAA). Razlika izmedu 11 analita

validiranih u standardnim otopinama i 7 kvantificiranih u bioloSkom matriksu odraz je specificnih
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ograni¢enja samog uzorka, prvenstveno izrazito male mase dostupnog tkiva (jedne polutke
mozga), vrlo niskih endogenih fizioloskih koncentracija pojedinih spojeva te njihove kemijske
labilnosti i podloznosti brzom metabolickom obrtaju, a ne ograni¢enja selektivnosti same LC-

MS/MS metode.

UnatoC uspjesnoj optimizaciji i validaciji novorazvijene metode, u uzorcima polutke mozga
gustera nije bilo mogudée kvantificirati L-DOPA, SHTP, HVA i VMA. lako su mjerenja ovih spojeva u
standardnim otopinama pokazala zadovoljavajuci odziv, njihova odsutnost u bioloskim uzorcima
najvjerojatnije je odraz njihove brze metabolicke konverzije i niskih fizioloSkih koncentracija
(Baluchova i sur., 2018; Hoglund i sur., 2019). Tako se 5HTP ubrzano dekarboksilira u 5HT, a L-
DOPA u DA, zbog ¢ega se ovi prekursori u tkivu zadrzavaju samo kratko vrijeme u izvornom obliku.
Posljedi¢no su prisutni u vrlo niskim koncentracijama u bioloskim uzorcima, sto dodatno otezava
njihovu detekciju. U nasem slucaju, treba uzeti u obzir i izuzetno malu koli¢inu tkiva mozga gustera
gdje su spojevi koji se i inaCe nalaze u tragovima jos slabije zastupljeni, Sto uz neizbjezne gubitke
tilekom ekstrakcije rezultira razinama analita koje ne prelaze prag kvantifikacije. Dok su
monoamini protonirani i stabilniji u kiselom mediju, njihovi kiselinski metaboliti HVA i VMA imaju
drugaciju kemijsku strukturu (O-metilirani derivati bez cis-diolne skupine), koja otezava stvaranje
stabilnih kompleksa tijekom ekstrakcije, ¢ime je njihova izolacija iz kompleksnog bioloskog
matriksa jos sloZenija. Detekciju HVA i VMA dodatno oteZava Cinjenica da se u MS sustavu tipi¢no
analiziraju u negativnom nacinu ionizacije (ESI-), dok su svi ostali analiti bazi¢ni i analiziraju se u
pozitivnom nacinu ionizacije (ESI+) (Bicker i sur., 2013; Shen i sur. 2019). lako je metoda omogudila
rad u oba ionizacijska nacina (brzo prebacivanje polariteta), vrlo niske koncentracije ovih
metabolita u mozdanom tkivu, u kombinaciji s njihovom visokom hidrofilnos¢u, rezultirale su

razinama ovih analita ispod granice kvantifikacije.

Unato¢ ogranicenjima u detekciji pojedinih analita, razvijena LC-MS/MS metoda omogucila je
pouzdanu i osjetljivu kvantifikaciju 7 monoamina i njihovih metabolita u ograni¢enoj kolicini
mozdanog tkiva gustera. Time je postavljen robustan metodoloski temelj za daljnju interpretaciju

neurokemijskih razlika izmedu promatranih vrsta P. siculus i P. melisellensis. Buduéa istrazivanja

108



mogla bi dodatno ispitati mogucnost kvantifikacije preostalih analita u veéoj koli¢ini tkiva,
primjerice u homogenatu cijelog mozga ili u zdruZzenim uzorcima (eng. pool), no takav pristup nije
bio mogu¢ u ovom istrazivanju, buduéi da je cilj rada bio analizirati individualne jedinke i

omogucditi uvid u varijabilnost medu njima.

5.2 Razine monoamina u simpatrijskih populacija Podarcis siculus i Podarcis melisellensis

U ovom istrazivanju analizirane su razine monoamina (DA, NA, A i 5HT), njihovih prekursora (TYR
i TRP) i metabolita (5-HIAA) u mozgu vrsta Podarcis siculus i Podarcis melisellensis. lako su
neurokemijska istrazivanja na vrstama roda Podarcis rijetka, mozak gustera bio je predmet
istrazivaCkog interesa joS 1960-ih i 1970-ih godina, kada su pionirski radovi opisali raspodjelu i
osnovne karakteristike monoaminskih sustava u srediSnjem Zivéanom sustavu gmazova
(Baumgarten, 1968; Wartenberg i Baumgarten, 1969; Doshi i sur., 1975). Medu ranim
istrazivanjima moZe se izdvojiti terenska studija na vrsti Sceloporus occidentalis, koja je pokazala
da razine 5HT i aktivnost MAO u mozgu istraZivanih gustera mogu varirati ovisno o dobu dana i
temperaturi, upucujuc¢i na dinami¢nu regulaciju serotoninskog sustava u prirodnim uvjetima
(Quay i sur., 1970). lako metodoloski udaljena od suvremenih pristupa, ova studija upucuje na
dinamicnu prirodu serotoninske regulacije u mozgu gmazova i podupire pretpostavku da su razine
5HT u mozgu gustera podlozine fizioloskim i okoliSnim modulacijama, Sto daje Siri kontekst za
interpretaciju nasih rezultata. Interes za ovo podrucje nastavio se u narednim desetlje¢ima kroz
istrazivanja raspodjele serotonina (Marschall, 1980; Smeets i Steinbusch, 1988; Pierre i sur., 1990)
i razvoja katekolaminskih sustava u mozgu gustera (Medina i sur., 1994). Medutim, navedena
istrazivanja bila su primarno usmjerena na neuroanatomsku lokalizaciju, dok je precizna
kvantifikacija bila ograni¢ena tadasnjim analitickim metodama. Takoder, izostala je integracija s
molekularnim analizama, $to ogranicava izravnu usporedbu s modernim pristupima. lako su ove
rane studije pruZzile uvid u osnovnu organizaciju monoaminskih sustava, suvremena istrazivanja
koja povezuju te sustave s ekoloskim interakcijama, razlikama u ponasanju medu vrstama te

invazivnim potencijalom u divljim populacijama i dalje su vrlo rijetka.

109



Stoga, ovi rezultati popunjavaju prazninu u razumijevanju neuromodulacijske osnove invazivnosti
i socijalne dominacije izmedu istraZivanih vrsta. Dobiveni rezultati usporedivani su i s dostupnim
literaturnim podacima za druge vrste gustera ili gmazova, ili je konzultirana literatura na
filogenetski bliskim skupinama ptica. Treba uzeti u obzir da koncentracije monoamina u mozgu
izravno ovise o analiziranoj mozdanoj regiji, veli¢ini uzorka te koriStenoj analitickoj metodi, zbog
Cega izravna usporedba apsolutnih vrijednosti izmedu razli¢itih studija cesto nije moguca. Kako bi
se dobio pregledan i cjelovit uvid u neurokemijske razlike izmedu vrsta P. siculus i P. melisellensis,
dobiveni rezultati u nastavku raspravljeni su u kontekstu dvaju glavnih monoaminskih sustava

ukljucenih u regulaciju ponasanja i fizioloskih odgovora - katekolaminskog i serotoninskog.

5.2.1 Katekolaminski sustav

Tirozin (TYR) je pocetni prekursor u biosintezi katekolamina, ali i Siroko rasprostranjena
aminokiselina uklju¢ena u brojne metabolicke procese. U nasem istrazivanju nisu utvrdene
statisticki znacajne razlike u razinama TYR izmedu mozgova jedinki vrsta P. siculus i P.
melisellensis. lako su podaci o razinama TYR u mozgu gmazova ograniceni, istrazivanja na drugim
kraljeznjacima pokazuju da koncentracije ove aminokiseline mogu varirati ovisno o fizioloSkom
stanju organizma i metaboli¢koj aktivnosti katekolaminskog sustava (Fernstorm i Fernstorm,
2007; Lieberman i sur. 2015; Tran i sur., 2015). Primjerice, istrazivanje provedeno na mozgovima
pilica, pokazalo je da su razine TYR i katekolamina, poput noradrenalina, povezane s regulacijom

unosa hrane (Tran i sur., 2015).

Dopamin (DA), noradrenalin (NA) i adrenalin (A) predstavljaju glavne neurotransmitere
katekolaminskog sustava. U naSem istrazivanju A nije pokazao statisticki znacajne razlike s
obzirom na vrstu ili spol, za DA i NA takoder nije utvrden statisticki znacajan glavni ucinak vrste,
Sto je u kontekstu ovog rada bila klju¢na razina usporedbe izmedu P. siculus i P. melisellensis. |pak,
kod oba analita zabiljezena je znacajna interakcija vrste i spola, a kod NA i znacajan ucinak spola.

Statisti¢ki znacajna interakcija spola i vrste kod razina DA posljedica je viSih razina DA u
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mozgovima muzjaka P. siculus u odnosu na Zenke iste vrste, dok je kod razina NA to posljedica
znacajno visih razina u mozgovimau muZjaka P. siculus u odnosu na sve ostale skupine. Jedna od
rijetkih studija koja je analizirala razinu monoamina u mozgu ove dvije vrste proveli su Nikolic i
sur. (2019), koji su zabiljezili znacajne razlike u koncentracijama DA izmedu P. siculus i P.
melisellensis, dok razlike u NA nisu bile statisticki znacajne. Nasi rezultati u velikoj su mjeri u skladu
s navedenim nalazima, buduéi da ni u ovom istraZivanju nije utvrden statisticki znacajan opci
ucinak vrste na razine NA. Takoder, za DA je uocen sli¢an obrazac raspodjele vrijednosti, pri cemu
su najvise razine zabiljezene u muzjaka P. siculus, dok su ostale skupine imale nize i medusobno
usporedive vrijednosti. Medutim, za razliku od istrazivanja Nikolic i sur. (2019), u kojem je
znacajnost utvrdena izmedu muZjaka dviju vrsta, u ovom radu statisticki znacajne razlike proizlaze
iz interakcije vrste i spola, odnosno razlika izmedu muzjaka i Zenki unutar vrste P. siculus. Ova
razlika vjerojatno odrazava vec¢u analiti¢cku osjetljivost i robusniji eksperimentalni dizajn u ovom
istrazivanju, ukljucujuéi veéi broj uzoraka i detaljniju post-hoc analizu interakcijskih ucinaka.
Neurokemijski profil vrste Podarcis siculus opisali su u svom istrazivanju Blazevic i sur. (2020), u
kojem su pokazali da razine DA nisu znacajno varirale izmedu populacija razlicitih stanista, dok su
koncentracije NA i A bile viSe u jedinki iz kopnene populacije, u usporedbi s otoénom. Ovi rezultati
ukazuju na mogucnost da razine katekolamina u mozgu mogu varirati ovisno o ekoloskim uvjetima
i specificnim prilagodbama pojedinih populacija unutar iste vrste. U spomenutim studijama
analizirale su se isklju€ivo razine monoamina, medutim, u ovom istrazivanju mjerenje i analiza
prekursora dodatno razjasnjavaju njihov metabolicki put. Slicne razine TYR u obje vrste sugeriraju
da dostupnost prekursora, odnosno kapacitet za sintezu katekolamina, nije ogranicavajuci faktor
u bazalnim uvjetima te upucuje na to da su uocene razlike u razinama DA i NA rezultat specificne

enzimske regulacije ili razli¢itih potreba za ovim neurotransmiterima.

Nedavna istrazivanja na vrsti P. siculus dodatno naglasavaju funkcionalnu vaznost ovih
neurotransmitera. Sciarrillo i sur. (2025) pokazali su da tretmani katekloaminima poticu specificne
neuroendokrine odgovore, pri ¢emu svaki od njih na jedinstven nacin modulira aktivnost tireoidne
Zlijezde. Njihovo istrazivanje upucuje na to da odrzavanje stabilnih razina katekolamina moze
imati vaznu ulogu u oCuvanju fizioloske ravnoteze i prilagodbi organizma na vanjske podrazaje.

111



Nedostatak razlika medu vrstama u bazalnim razinama DA, NA i A u nasem istrazivanju ukazuje
na vaznost ravnoteZe ovog sustava. Promjene katekolaminskog odgovora zabiljezene su i u
drugim vrstama gustera. Primjerice, Campos i sur. (2022) pokazali su da se koncentracije DA, ali
ne i NA i A, u prednjem mozgu zelene anole (Anolis carolinensis) mogu mijenjati ovisno o
drustvenim interakcijama. Ovakvi rezultati dodatno potvrduju da su razine katekolamina u mozgu

osjetljive na razlicite fizioloske i okolisne ¢imbenike.

5.2.2 Serotoninski sustav

Analiti ukljuceni u serotoninski put (TRP, 5HT i 5-HIAA) u ovom su istrazivanju jedini omogucili
uvid u povezane razine prekursora, neurotransmitera i metabolita unutar istog metabolickog
puta. lako su analizirani i katekolamini, cjeloviti katekolaminski metabolicki put nije bilo moguée
interpretirati na isti nacin, buduci da L-DOPA, HVA i VMA nisu mogli biti pouzdano kvantificirani u
uzorcima polutke mozga gustera. Naime, razine intermedijera L-DOPA te metabolita HVA i VMA
u uzorcima polutke mozga gustera bile su ispod granice kvantifikacije, Sto je onemogucilo njihovu
pouzdanu numericku integraciju i statisticku obradu. Slijedom toga, daljnja je interpretacija
rezultata u ovome radu primarno usmjerena na metaboli¢ki put serotonina, za koji je osiguran

najpotpuniji i analiticki najvjerodostojniji skup podataka.

Triptofan (TRP) predstavlja esencijalnu aminokiselinu i primarni prekursor u biosintezi 5HT, ali
sluzi kao prekursor i u drugim metabolickim putevima, poput kinureninskog (Huang i sur., 2023).
Stoga je ocekivano da je, u nasim analizama, upravo TRP zabiljeZzen u znatno viSim razinama u
odnosu na sve ostale analizirane spojeve. Buduci da se TRP u mozgu ne moze sintetizirati de novo,
njegova dostupnost kao klju¢nog supstrata izravno utjecCe na biosintezu serotonina, a posljedi¢no
i na neurokemijsku ravnotezu (Huang i sur., 2023). U nasSem istrazivanju muzjaci vrste P. siculus
pokazali su znacajno vise razine TRP-a u usporedbi s muzjacima P. melisellensis. lako su podaci o
razinama slobodnog TRP u mozgu gmazova nedovoljno zastupljeni u literaturi, njegova prisutnost
u mozdanom tkivu mjerena je u istrazivanjima na drugim, filogenetski srodnim skupinama
kraljeznjaka, poput ptica. Primjerice, Aleksandrova (2019) je analizirala monoamine i njihove

prekursore u mozgu kokosSi (Gallus domesticus) te nije zabiljezila znacajne razlike u
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koncentracijama TRP izmedu skupina u razli¢itim fazama reproduktivnog ciklusa. Slicno tome,
analize aminokiselinskog sastava mozga ptica prepelica (Coturnix coturnix) (Abed i sur., 2018) i
grlica (Spilopelia senegalensis) (Shefa Khidon i Asmaa Basheer, 2024) takoder su potvrdile
prisutnost TRP u razli¢itim regijama mozga, bez izrazenih promjena izmedu promatranih stanja ili
razvojnih faza. Cinjenica da smo u nasem istraZivanju upravo u razini ovog prekursora zabiljeZili
statisticki vrlo znac¢ajnu razliku medu vrstama, uz znacajnu interakciju spola i vrste, upucuje na
potencijalne razlike u regulaciji serotoninskog metabolickog puta izmedu promatranih vrsta.
Buduci da dostupnost TRP u mozgu predstavlja jedan od klju¢nih ¢imbenika koji mogu utjecati na
brzinu sinteze serotonina, njegove povisene razine u muzjaka vrste P. siculus mogle bi ukazivati

na potencijalno povecanu aktivnost serotoninskog metaboli¢kog puta u ovoj skupini.

Nakon utvrdenih razlika u razini prekursora, nasi rezultati dosljedno biljeze znacajne razlike i u
nastavku metabolickog puta. Za razinu serotonina (5HT) utvrdena je znacajna interakcija vrste i
spola, pri ¢emu muzjaci vrste P. siculus imaju znacajno viSe razine u odnosu na Zenke iste vrste.
Zanimljivo je da u prethodnom istrazivanju na ovim vrstama (Nikolic i sur., 2019) nisu zabiljezene
statisticki znacajne razlike u razinama 5HT u mozgu. U odnosu na prethodno istrazivanje, nasi
rezultati upucuju na spolno specificne razlike u razinama 5HT, pri ¢emu muzjaci vrste P. siculus
pokazuju vise vrijednosti u odnosu na zZenke iste vrste. Nedavna istrazivanja na drugim vrstama
gmazova, poput onog Wu i sur. (2024) na kineskim kornjacama (Mauremys sinensis) potvrduju da
su varijacije u razinama 5HT u mozgu usko povezane s fizioloSkim statusom jedinki i njihovim
odgovorom na vanjske podrazaje. Za 5-hidroksiindoleoctenu kiselinu (5-HIAA), glavni metabolit
serotonina, u nasem je istrazivanju utvrden jasan ucinak vrste, pri cemu je P. siculus pokazala vise
razine 5-HIAA u odnosu na P. melisellensis, dok ucinak spola i interakcija vrste i spola nisu bili
znacajni. Usporedba s dostupnom literaturom za rod Podarcis ovdje je ogranicena jer, primjerice,
Nikolic i sur. (2019) nisu u svojim analizama obuhvacali mjerenja razine 5-HIAA, no njegova
prisutnost potvrdena je u ranijim istrazivanjima na drugim vrstama gmazova, poput zvjezdaste
agame (Agama stellio stellio) (Michaelidis i sur., 2002). Dodatno, istrazivanja na zelenoj anoli
(Anolis carolinensis) pokazala su da se, u neurokemijskim istrazivanjima mozga gustera, 5HT i 5-
HIAA rutinski analiziraju zajedno (Emerson i sur., 2000; Summers i sur., 2005; Korzan i sur., 2021),
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iako su se ta istraZivanja ponajprije usmjerila na procjenu serotoninske aktivnosti pratec¢i omjer
5-HIAA i 5HT, a ne na izravnu usporedbu razina pojedinih spojeva. Ipak, istrazivanja na vrsti Anolis
carolinensis ukazuju na to da bazalne razine SHT mogu varirati ovisno o bihevioralnom fenotipu.
Tako su Summers i sur. (2005) pokazali da agresivniji muZjaci vrste Anolis carolinensis prije
interakcije imaju niZzu bazalnu serotonergi¢ku aktivnost u pojedinim mozdanim regijama, Sto
upucuje na to da su niZe bazalne razine 5HT povezane s agresivnijim fenotipom. Michaelidis i sur.
(2002) mijerili su razine 5HT i 5-HIAA u mozgu vrste Agama stellio stellio, pri ¢emu su njihove razine
varirale ovisno o fizioloSkom stanju, poput hibernacije, sto dodatno potvrduje osjetljivost ovih
analita na promjene u aktivnosti organizma te upucuje na njihovu ulogu u regulaciji funkcionalnih
stanja. Dok kratkotrajni stresni podrazaji ili agresivne interakcije mogu izazvati brze promjene u
razinama 5-HIAA (Emerson i sur., 2000), nasi rezultati sugeriraju da su kod muzjaka vrste P. siculus

povisene razine prisutne i u bazalnim uvjetima.

Ukupno gledajudi, nasi rezultati omogucuju najcjelovitiju interpretaciju upravo serotoninskog
metabolickog puta posSto su za njega kvantificirani prekursor (TRP), neurotransmiter (5HT) i
metabolit (5-HIAA). Uocene razlike ne mogu svesti iskljucivo na razinu 5HT, vec su jasno izrazene

u razinama TRP i 5-HIAA, posebice kod muZjaka vrste P. siculus.

Kako bi se dodatno procijenila dinamika serotoninskog sustava izmedu vrsta P. siculus i P.
melisellensis, uz razine pojedinacnih metabolicki povezanih spojeva, analizirani su i njihovi omjeri.
Omjer 5HT/TRP odrazZava relativnu ucinkovitost pretvorbe prekursora u neurotransmiter unutar
serotoninskog puta te sluzi kao pokazatelj u¢inkovitosti sinteze. U naSem istrazivanju, ovaj omjer
nije pokazao statisticki znacajne razlike izmedu vrsta, spolova ni njihove interakcije, Sto upucuje
na to da je ucinkovitost sinteze 5HT iz TRP podjednaka izmedu P. siculus i P. melisellensis.
Navedeno upucuje na to da uocene razlike u serotoninskom profilu vjerojatno nisu primarno
odredene promjenama u sintezi 5HT. Omjer 5-HIAA/5HT Siroko se primjenjuje kao mjera
serotoninske aktivnosti i razgradnje (eng. turnover) u istraZivanjima ponasanja i stresa kod gustera
i drugih kraljeznjaka, pri cemu povisen omjer upucuje na pojacanu razgradnju 5HT u odnosu na

njegovu dostupnu razinu (Emerson i sur., 2000; Summers i sur., 2005; Korzan i sur., 2021). Za
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razliku od 5HT/TRP, omjer 5-HIAA/5HT pokazao je da Zenke vrste P. siculus imaju statisticki
znacajno vise vrijednosti u odnosu na muzjake iste vrste, kao i u odnosu na Zenke i muzjake vrste
P. melisellensis. Ovakav obrazac upucuje na to da je razgradnja serotonina znacajno povisena u
Zenki vrste P. siculus. S druge strane, niZe vrijednosti ovog omjera, kod muZzjaka iste vrste, uz trend
viSih razina 5HT i podjednake razine 5-HIAA, mogu upucivati na razlike u aktivnosti enzima
ukljucenih u razgradnju serotonina. Korzan i sur. (2021) dodatno naglasavaju metodolosku
vrijednost ovog omjera kao robusnog indeksa serotoninske aktivnosti jer smanjuje varijabilnost

vezanu uz ukupne razine pojedinih spojeva.

5.2.3 Metodoloski pristupi i razlike u eksperimentalnom dizajnu

Razlike izmedu rezultata nasih analiza i onih predstavljenih u drugim studijama mogu biti
povezane s razli¢itim metodoloskim pristupom te eksperimentalnim dizajnom. Dok su prethodna
istrazivanja koristila razlicite analiticke pristupe, ukljucujuéi HPLC s UV-Vis detekcijom (Nikolic i
sur., 2019), HPLC-ECD (Emerson i sur., 2000; Korzan i sur., 2000; 2006; 2021; Summers i sur.,
2005), ELISA-u (Blazevic i sur., 2020; Wu i sur., 2024) te HPLC-MS (Aleksandrova, 2019; Campos i
sur., 2022), u nasem je istraZivanju primijenjena HPLC-MS/MS metoda, koja omogucuje znatno
veCu selektivnost i osjetljivost detekcije u odnosu na navedene pristupe. Nadalje, analiza
cjelokupnog metabolickog puta, koja ukljucuje prekursore, neurotransmitere i metabolite,
omogucila je detaljniji uvid u funkcionalne odnose unutar serotoninskog metaboli¢kog puta, koji
je uovom istrazivanju bio najpotpunije obuhvacen. Za razliku od metaboli¢kog puta katekolamina,
u kojem pojedini klju¢ni intermedijeri i metaboliti nisu mogli biti kvantificirani u bioloskim
uzorcima, uspjesna kvantifikacija omogudila je interpretaciju odnosa TRP-5HT-5-HIAA. Razlike

unutar serotoninskog metaboli¢kog puta osobito su bile izrazene kod muzjaka vrste P. siculus.

Znacajna razlika lezi i u prostornoj rezoluciji uzoraka. Vazino je napomenuti da je u ovom
istrazivanju analizirana jedna polutka mozga, dok su u ranijim istrazivanjima koncentracije
monoamina najcesc¢e odredivane u homogenatu cijelog mozga (Nikolici sur., 2019; Blazevic i sur.,
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2020) ili u specificnim mozZdanim regijama poput prednjeg mozga ili pojedinih limbickih struktura
(Emerson i sur., 2000; Korzan i sur., 2000; 2006; 2020; Summers i sur., 2005). Regionalna
mikrodisekcija mozga u potonjim istrazivanjima (Emerson i sur., 2000; Korzan i sur., 2000; 2006;
2021; Summers i sur., 2005) olaksana je cinjenicom da su modeli poput zelene anole (Anolis
carolinensis) detaljno neuroanatomski opisani te da za njih postoje objavljeni stereotaksijski atlasi
(Greenberg, 1982). Osim toga, njihov mozak relativho ve¢e mase omogucuje preciznije izdvajanje
pojedinih mozdanih regija. Nasuprot tome, kod vrsta roda Podarcis, Ciji su mozgovi znatno maniji,
takav je pristup metodoloski zahtjevniji, a dodatno ga oteZava nedostatak specificnog

stereotaksijskog atlasa mozga.

Nas eksperimentalni dizajn primarno je bio usmjeren na postizanje maksimalne pouzdanosti
rezultata mjerenjem razine monoamina i genske ekspresije iz uzorka mozga iste jedinke, zbog
Cega koristenje homogenata cijelog mozga za samo jednu vrstu analize nije bilo moguce. Razlike
u uocenim neurokemijskim profilima izmedu nasSeg istrazivanja i prethodnih studija na rodu
Podarcis (Nikolic i sur., 2019; Blazevic i sur., 2020) vjerojatno su uvjetovane znacajnim daljnjim
odstupanjima u eksperimentalnom dizajnu. Prvenstveno, nase istrazivanje obuhvatilo je znatno
veli i reprezentativniji broj uzoraka (N=132) prikupljan tijekom dvije godine na tri geografski
razliCite lokacije, dok su prethodne studije bile prostorno i broj¢ano ograni¢ene. Primjerice,
Nikolic i sur. (2019) proveli su uzorkovanje jedinki oba spola na jednoj lokaciji (Sinjsko polje) i
analizirali ukupno 32 jedinke, dok su Blazevic i sur. (2020) usporedivali kopnenu populaciju
(Kastela) s otocnom (otoci¢ Pijavica) na uzorku od 80 jedinki, isklju¢ivo muzjaka. Poznato je da
varijacije u razinama spolnih hormona tijekom reproduktivnog ciklusa mogu znacajno modulirati
aktivnost monoaminskih sustava u mozgu gmazova (Crews i sur., 2009). Shodno tome, spomenuti
autori uzorkovali su Zivotinje iskljucivo u lipnju i srpnju, tijekom vrhunca reproduktivnog razdoblja,
dok je nase istrazivanje provedeno u post-reproduktivnom razdoblju (kasni kolovoz - pocetak
listopada) s ciljem analiziranja bazalnih razina monoamina. Posebno kritican ¢imbenik je i
postupak eutanazije. Za razliku od prethodnih studija u kojima je koristena anestezija izofluranom
(Nikolic i sur., 2019; Blazevic i sur., 2020), u nasem radu anestetici nisu primjenjivani, kako bi se
izbjegao njihov dokumentirani utjecaj na biokemiju mozga (Wang i sur., 2019).
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5.2.4 Ekspresija gena ukljucenih u regulaciju serotonergickog sustava

Uvid u molekularne mehanizme sinteze, metabolizma i signalizacije neurotransmitera kljucan je
za razumijevanje uzrocno-posljedicne veze izmedu genotipa, neurokemijskog fenotipa i
ponasanja. Poznato je da genetski ¢imbenici mogu utjecati na funkciju Zivéanog sustava putem
modulacije neurotransmiterskih sustava i neuralnih mreza, posredno oblikujué¢i ponasanje (Dang
i sur., 2012). Dok mjerenje koncentracije neurotransmitera pruza informaciju o trenutacnom
neurokemijskom statusu organizma, analiza ekspresije gena omogucuje uvid u regulatorne
mehanizme koji odreduju sintezu, razgradnju i prijenos signalnih molekula u Ziv€anom sustavu.
Takav pristup posebno je vaZzan u istrazivanjima evolucijskih i ekoloskih razlika medu srodnim
vrstama, gdje varijacije u ekspresiji regulatornih gena mogu dovesti do znacajnih razlika u
fiziologiji i ponasanju (Bassitta i sur., 2021). Razvoj naprednih tehnologija sekvenciranja znac¢ajno
je unaprijedio moguénosti istraZivanja genetske osnove fenotipske plasti¢nosti i adaptacije,
omogucujuéi analizu cjelokupnih genoma i transkriptoma razli¢itih organizama, ukljucujuci
gustere roda Podarcis (Stratakis i sur., 2025). Tako su relativho novija istraZzivanja objavila
referente genoma P. muralis (Andrade i sur., 2019), P. raffonei (Gabrielli i sur., 2023) i P. lilfordi
(Gomez-Garrido i sur., 2023), a objavljeni su i transkriptomi temeljeni na RNA-seq analizama za

vrste P. siculus (Trapanese i sur., 2017) te P. cretensis (Stratakis i sur., 2025).

lako je broj studija temeljenih na analizi genoma i transkriptoma unutar roda Podarcis u porastu,
funkcionalna interpretacija ekspresije specificnih gena uklju¢enih u regulaciju monoaminskih
sustava jo$ je uvijek slabo istrazena. Bududi da ovi sustavi imaju klju¢nu ulogu u regulaciji
ponasanja, fizioloSkih odgovora na stres i neuroendokrinih procesa, analiza ekspresije gena
uklju¢enih u serotoninski metabolizam predstavlja vazan korak za razumijevanje molekularne
podloge neurokemijskih razlika medu srodnim vrstama. Stoga je u ovom radu analizirana
ekspresija gena ukljuéenih u procese sinteze (Tph2) i metabolizma (MaoA, MaoB) serotonina te

gena koji kodiraju specificne serotoninske receptore (5Htr1a, 5Htr2b), a koji bi potencijalno mogli
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biti povezani s prethodno uocenim razlikama u serotoninskom profilu izmedu vrsta P. siculus i P.

melisellensis.

5.2.4.1 Sinteza serotonina: ekspresija gena Tph2

U nasem istrazivanju, razina ekspresije gena Tph2, klju¢ne izoforme enzima odgovorne za sintezu
serotonina u mozgu kraljeznjaka (Matthes i sur., 2019; Xu i sur., 2019; Lvi sur., 2020; Chivite i sur.,
2021; Sviridova i sur. 2026), nije pokazala statisticki znacajne razlike s obzirom na vrstu ili spol,
iako je zabiljezen trend interakcije vrste i spola. Ovi podaci upucuju na to da uo¢ene promjene
unutar serotoninskog sustava vjerojatno nisu izravno povezane s povec¢anom transkripcijom ovog
gena. IstraZivanja na razli¢itim modelnim organizmima pokazuju da ekspresija Tph2 moze biti
osjetljiva na fizioloske promjene, ukljuCujuéi stres i nutritivni status (Shimomura i sur., 2019;
Mandic i Volkoff, 2018). Primjerice, Shimomura i sur. (2019) pokazali su da kronic¢ni toplinski stres
dovodi do istodobnog smanjenja ekspresije Tph i razina 5HT u mozgu, dok akutni stres nije imao
ucinak ni na ekspresiju ni na razine 5HT. S druge strane, nutritivni status i hormoni koji reguliraju
apetit znac¢ajno moduliraju ekspresiju gena ukljuenih u sintezu monoamina, ukljucujuci i Tph
(Mandic i Volkoff, 2018), Sto dodatno potvrduje osjetljivost ovog sustava na fizioloSke uvjete.
Eksperimentalno smanjenje ekspresije Tph2 u mozgu Stakora dovodi do smanjenja razina 5HT i 5-
HIAA, potvrdujucéi funkcionalnu povezanost izmedu ekspresije ovog gena i serotoninske

neurotransmisije (Matthes i sur., 2019).

U kontekstu nasih rezultata, mogudée je da su uocene razlike unutar serotoninskog sustava barem
djelomicno povezane s ve¢com dostupnoséu prekursora TRP, a ne s promjenama u ekspresiji Tph2.
Time se dodatno potvrduje da se razlike u serotoninskom sustavu izmedu promatranih skupina
ne moraju nuzno odvijati na razini transkripcije gena odgovornih za sintezu, nego mogu ukljucivati
i druge regulatorne mehanizme unutar istog metabolickog puta ili biti pod utjecajem razlike u

prehrani i drugih ¢imbenika koje utje¢u na unos triptofana.
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5.2.4.2 Metabolizam serotonina: ekspresija gena MaoA i MaoB

Gen MaoA kodira enzim monoamin-oksidazu A, kljuan za razgradnju monoamina, ukljucujuci
serotonin i katekolamine (Kolla i Bortolato, 2020). U nasem istraZivanju, zabiljeZzena je znacajno
visa ekspresija MaoA u vrste P. melisellensis u odnosu na P. siculus, dok ucinak spola i interakcija
spolaivrste nisu bili znacajni, Sto upucuje na jasnu razliku u transkripciji ovog enzima izmedu dvije
promatrane vrste. Budu¢i da MAOA katalizira oksidativhu deaminaciju serotonina i drugih
monoamina, promjene u ekspresiji ovog gena mogu imati vaznu ulogu u regulaciji dostupnosti
neurotransmitera u mozgu. Niska razina aktivnosti ovoga gena sustavno je povezana s pove¢anom
agresivnoscu, impulzivno$éu i kompetitivnim ponasanjem kod Sirokog raspona kraljeznjaka,
ukljuéujudi ljude (McDermott i sur., 2009), pse (Eo i sur., 2016), miSeve (Kolla i Bortolato, 2020) i
svinje (Chen i sur., 2019). Istrazivanja ponasanja provedena na miSevima s isklju¢enim genom
(eng. knock-out, KO) za MAOA pokazala su da je agresivni fenotip pracen smanjenom
socijabilnoséu i slabije izrazenim istrazivackim ponasanjem (Bortolato i sur., 2011; Godar i sur.,
2011; Bortolato i sur., 2013). Djelomi¢no preklapanje funkcija MAOA i MAOB upucuje na to da
ucinak promjena u aktivnosti MAOA moze biti moduliran prisutnos¢u druge izoforme, pri cemu
istodobna inaktivacija oba enzima dovodi do vec¢e akumulacije 5HT (Chen i sur., 2004). Osim toga,
istrazivanja na MaoA KO miSevima pokazala su da nedostatak ovog enzima moZze dovesti do
promjena i u drugim monoaminskim sustavima, primjerice kolinskom, $to dodatno upucuje na
Sire neurobioloske posljedice poremecene razgradnje monoamina (Grailhe i sur., 2009). Usprkos
tome Sto su razine DA u srediSnjem Ziv€anom sustavu MaoA KO miSeva tek blago povisene, novija
istrazivanja sugeriraju da agresivni fenotip ne ovisi isklju¢ivo o ukupnoj koncentraciji, ve¢ o
specifi¢noj aktivnosti dopaminskih krugova. U prilog tome govore rezultati Yu i sur. (2014), koji su
pokazali da izravna optogeneticka stimulacija dopaminergi¢nih neurona u mezokortikolimbickom
sustavu dovodi do izraZzenog pojacanja agresivnog ponasanja. lako su istrazivanja ekspresije MaoA
u mozgu gmazova rijetka, studija na gusterima roda Sceloporus pokazala je da geni povezani s
metabolizmom serotonina i regulacijom MAOA mogu sudjelovati u neurobioloSkom odgovoru na

socijalne podrazaje i agresivne teritorijalne interakcije (Romero-Diaz i sur., 2021).
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Nasi rezultati upucju na to da bi niza ekspresija MaoA kod P. siculus mogla predstavljati
molekularni mehanizam koji omogucuje odrzavanje visih bazalnih razina serotonina, potencijalno
pridonoseci njihovoj bihevioralnoj kompetitivnosti. Ovakav transkripcijski profil sugerira da se
razlike u serotoninskom sustavu ovih dviju vrsta potencijalno temelje na varijacijama u kapacitetu

za razgradnju monoamina.

Gen MaoB kodira izoenzim monoamin-oksidazu B, €ija je funkcionalna diferencijacija u odnosu na
izoformu MAOA nastala rano u evoluciji tetrapoda (Merello Oyarzun i sur., 2025). Dok MAOA
preferencijalno metabolizira 5HT, smatra se da MAOB ima vainu ulogu u odrzavanju
monoaminske homeostaze u serotonergicnim neuronima sprjecavanjem akumulacije drugih
monoamina (Goldstein, 2021), a primarno se povezuje s metabolizmom B-feniletilamina (PEA)
(Bortolato i sur., 2009). Za razliku od MaoA, stabilna ekspresija MaoB upucuje na to da je ova
izoforma evolucijski konzerviranija te manje uklju¢ena u specificnu regulaciju serotoninskog
odgovora na socijalne podrazaje. U eksperimentalnim modelima na miSevima pokazano je da
manjak MAOB dovodi do promjena u ponasanju, ukljucujucéi smanjenu anksioznost, brze stupanje
u potencijalno rizi¢ne situacije i intenzivnije istraZivanje novih objekata, pri ¢emu su ti ucinci
barem djelomicno povezani s porastom razina PEA, ali ne i monoamina, u mozgu (Bortolato i sur.,
2009). Farmakoloska istrazivanja na zebricama (Danio rerio) takoder pokazuju da inhibicija MAOA
ima izraZeniji u€inak na anksiozno ponasanje od inhibicije MAOB, sto dodatno upucuje na vecu
funkcionalnu vaznost MAOA u regulaciji serotoninskih i emocionalnih procesa (Jaka i sur., 2021).
Inhibicija oba izoenzima, koja je uzrokovala povisene razine svih monoamina i PEA, popracena je
povecanom anksiozno$éu (Chen i sur. 2004). Cinjenica da statisti¢ka analiza nije pokazala razlike
u ekspresiji MaoB izmedu promatranih vrsta u nasem istrazivanju, upucuje na to da ovaj gen
vjerojatno ne predstavlja klju¢ni ¢imbenik u objasnjenju razlika u serotoninskom sustavu izmedu
vrsta P. siculus i P. melisellensis. Dok kombinirani manjak oba izoenzima moZze snazno narusiti
monoaminsku homeostazu (Singh i sur., 2013), nasi rezultati upucuju na to da je uocenoj razlici

medu vrstama vjerojatno viSe pridonijela regulacija gena MaoA nego MaoB.
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5.2.4.3 Receptorska signalizacija serotonina: ekspresija gena 5htrla i 5Htr2b

Gen 5Htrla kodira serotoninski receptor 5Htrla, koji djeluje kao inhibitorni regulator
serotoninske neurotransmisije. Sudjeluje u negativnoj povratnoj sprezi oslobadanja serotonina, a
prisutan je i postsinapticki, u regijama mozga uklju¢enima u regulaciju aktivnosti i ponasanja
(Albert i Vahid-Ansari, 2019). Razna istrazivanja, ukljuCujudi i bihevioralna, svrstavaju upravo ovaj
receptor medu kljuéne regulatore serotoninske neurotransmisije, posto s visokim afinitetom veze
5HT i sudjeluje u finoj modulaciji emocija i ponasanja (Banerjeei sur., 2007). U nasem istraZivanju,
razina ekspresije gena 5Htr1a pokazala je statisticki znacajne razlike s obzirom na vrstu, pri cemu
je vrsta P. siculus pokazala visu razinu ekspresije od P. melisellensis. Zabiljezena je i znacajna
razlika na razini spola, pri ¢emu su muzjaci obje vrste pokazali viSu ekspresiju 5Htrla gena u
odnosu na Zenke. Bududi da receptori 5Htrla kontroliraju dinamiku oslobadanja 5HT i osjetljivost
neuronskih mreza na 5HT, promjene u njihovoj ekspresiji mogu imati izravan utjecaj na
bihevioralne i fizioloSke odgovore organizma povezane s funkcijom serotoninskog sustava. U
kontekstu socijalnog ponasanja, povisena ekspresija 5Htrla Cesto se povezuje s nizim razinama
agresije i povec¢anom prosocijalnoséu. Primjerice, kod Stakora primjena agonista ovog receptora
povecava sklonost Zivotinja prema uzajamnom nagradivanju u socijalnim interakcijama bez
promjena u bihevioralnoj fleksibilnosti, lokomociji ili anksioznosti (Schonfeld i sur., 2020). Kod
ciklidnih riba (Astatotilapia burtoni) visa ekspresija ovog receptora biljeZi se kod subdominantnih
jedinki u usporedbi s dominantnima, Sto korelira s promjenama u metabolizmu serotonina i
smanjenom agresivnoséu (Loveland i sur., 2014). Ovi rezultati upuéuju na to da ekspresija
serotoninskih receptora moze biti usko povezana s drustvenom hijerarhijom i strategijama
ponasanja. Istrazivanja na gusterima vrste Anolis carolinensis pokazala su da su obrasci vezanja i
raspodjele 5Htrla receptora u mozgu gmazova uvelike usporedivi s onima kod sisavaca (Clark i
Baxter, 2000). Zanimljivo istrazivanje na modelu partenogenetskog gustera Cnemidophorus
uniparens pokazalo je da aktivacija 5Htrla receptora inhibira zaskakivanje, ponasanje specificno
za muZzjake, dok aktivacija drugog podtipa serotoninskog receptora, 5Htr2a, potice receptivno

ponasanje tipicno za Zenke. Ovi rezultati ukazuju na to da serotonin, djelujuci putem receptora,
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sluzi kao klju¢an neuroendokrini mehanizam koji omogucuje prebacivanje izmedu razlicitih

bihevioralnih stanja (Dias i Crews, 2008).

Vazno je naglasiti da promjene u ekspresiji serotoninskih receptora ne moraju nuzno izravno
odrazavati promjene u koncentraciji samog neurotransmitera, ve¢ mogu predstavljati
kompenzacijske ili regulatorne mehanizme unutar serotoninskog sustava. Povisena ekspresija
5Htrla kod muzjaka P. siculus mogla bi predstavljati regulatorni odgovor na specifi¢an
serotoninski profil ove skupine. U sustavu u kojem je serotoninska signalizacija pojacano
modulirana, poveéana gustoéa receptora 5Htrla moze pridonijeti istanéanijoj regulaciji
osjetljivosti neuronskih mreza te modulaciji impulzivnosti i bihevioralne fleksibilnosti (Oliveri sur.,

2022).

Gen 5Htr2b kodira serotoninski receptor 5Htr2b koji sudjeluje u modulaciji serotoninske
signalizacije i regulaciji razlicitih bihevioralnih i fizioloskih procesa. lako je funkcija ovog receptora
u srediSnjem zivéanom sustavu slabije istrazena u odnosu na 5Htrla, literaturni podaci upucuju
na njegovu vaznu ulogu u regulaciji ponasanja, osjetljivosti na promjene u serotoninskom sustavu
te u interakciji serotoninskog sustava s neuroplasti¢nim i upalnim mehanizmima (D’Andrea i sur.,
2020; Turkin i sur., 2025). U nasem istraZivanju ekspresija gena 5Htr2b pokazala je statisticki
znacajan ucinak vrste, pri ¢emu je vrsta P. melisellensis pokazala viSu razinu ekspresije u odnosu
na P. siculus. Utvrden je i znacajan ucinak spola, pri ¢emu su muzjaci pokazali viSu ekspresiju ovog
gena u odnosu na Zenke, dok interakcija vrste i spola nije bila statisticki znacajna. Istrazivanja na
razliitim modelnim organizmima pokazuju da promjene u funkciji 5SHtr2b receptora mogu
utjecati na socijalno ponasanje te regulaciju emocionalnih i fizioloskih odgovora. Istrazivanja na
glodavcima upucuju na to da se ekspresija ovog receptora u hipokampusu prilagodava razini
dostupnog 5HT. Primjerice, kod Stakora s manjkom 5HT u mozgu zabiljeZzen je znacajan porast
ekspresije gena 5Htr2b, Sto sugerira da stanice povecavaju broj receptora kako bi kompenzirale
nedostatak neurotransmitera (Turkin i sur., 2025). Studije na miSevima pokazuju da nedostatak

ili blokada receptora 5Htr2b povecava osjetljivost na serotoninski sindrom (prekomjernu
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akumulaciju 5HT u organizmu), $to upuéuje na to da ovaj receptor ima zastitnu ulogu u
ublazavanju akutne serotoninske toksi¢nosti, odnosno sprjecavanju pretjerane aktivacije sustava
pri vrlo visokim razinama 5HT (Diaz i Maroteaux, 2011). Niska razina aktivnosti ili geneticki
polimorfizmi koji smanjuju funkciju 5Htr2b u miseva, alii ljudi, sustavno se povezuju s naglasenom
impulzivno$éu (Bevilacqua i sur., 2010; Delprato i sur., 2018), suicidalnim ponasanjem i
poteskocama u socijalnoj interakciji (Pitychoutis i sur., 2015). Dodatno, istrazivanja na drugim
modelnim organizmima ukazuju na povezanost 5Htr2b sa socijalnim i emocionalnim ponasanjem.
Kod vinskih musica (Drosophila melanogaster) pokazano je da smanjena funkcija 5Htr2b dovodi
do poremecaja socijalne interakcije i pojacanih repetitivnih obrazaca ponasanja, Sto upucuje na

to da je ovaj receptor vazan za normalnu regulaciju socijalnog odgovora (Cao i sur., 2022).

U kontekstu nasih rezultata, visa ekspresija 5Htr2b kod vrste P. melisellensis mogla bi upudivati
na drugaciji obrazac osjetljivosti ili kompenzacijske regulacije serotoninskog sustava u odnosu na
P. siculus. Buduci da je u ovom istrazivanju P. melisellensis pokazala visu ekspresiju 5htr2b, dok su
razlike u razinama serotoninskih analita bile izraZzenije u okviru serotoninskog profila vrste P.
siculus, moguce je da varijacije u ekspresiji ovog receptora odrazavaju razliCite regulatorne
strategije odgovora na serotoninsku signalizaciju. Ovakav obrazac upucuje na to da se razlike u
serotoninskom sustavu izmedu ovih dviju vrsta ne odvijaju samo na razini sinteze i razgradnje

5HT, vec i na razini osjetljivosti receptora i regulacije signalnog odgovora.

5.2.5 Integrativna analiza serotoninskog sustava

5.2.5.1 Korelacije izmedu neurokemijskih i molekularnih pokazatelja

Dodatni uvid u medusobne odnose neurokemijskih i molekularnih pokazatelja pruza analiza
korelacija izmedu izmjerenih varijabli. Unutar skupine neurokemijskih analita zabiljezena je
snazna medusobna povezanost, pri ¢emu su posebno izrazene korelacije izmedu DA i 5HT te
izmedu TYR i TRP. Vrlo jaka korelacija izmedu DA i 5HT upucuje na blisku metabolicku i

funkcionalnu povezanost dopaminskog i serotoninskog sustava u mozgu gustera, Sto je potvrdeno
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i recentnim eksperimentalnim istraZivanjima koja pokazuju njihovu koordiniranu ulogu u
regulaciji ponasanja i uenja (Cardozo Pinto i sur., 2024). Slicno tome, visoka korelacija njihovih
prekursora TYR i TRP ukazuje na ujednacen transport i dostupnost aromatskih aminokiselina
potrebnih za sintezu neurotransmitera. Ovakvi rezultati u skladu su s ustaljenom tezom prema
kojoj stopa sinteze neurotransmitera u mozgu izravno ovisi o dostupnosti odgovarajucih
prekursora u samim neuronima (Fernstrom, 1981). Umjerene korelacije izmedu DA i NA, DA i 5-
HIAA te izmedu 5HT i 5-HIAA dodatno potvrduju funkcionalnu povezanost monoaminskih sustava.
DA je prekursor NA, dok 5-HIAA, kao glavni metabolit 5HT, nastaje njegovom razgradnjom, Sto
upucuje na to da su viSe razine neurotransmitera pracene visim razinama prekursora i metabolita
unutar istih metabolickih puteva. Korelacija izmedu DA i 5-HIAA moZe odrazavati Siru metaboli¢ku

koordinaciju izmedu dopaminskog i serotoninskog sustava.

Unutar skupine gena zabiljezene su umjerene do slabe korelacije. Umjerena pozitivna korelacija
izmedu ekspresije 5Htr2b i MaoA, moZe odrazavati zajednicki regulatorni odgovor na promjene u
serotoninskom sustavu, upucujuéi na koordiniranu regulaciju receptora i enzima uklju¢enih u
razgradnju 5HT. Takoder, slabe pozitivne korelacije izmedu MaoA i MaoB mogu biti posljedica
njihove funkcionalne srodnosti i djelomicno preklapajucih regulatornih mehanizama u odrzavanju
homeostaze monoamina. Slabe pozitivne korelacije izmedu 5Htrla i MaoB sugeriraju
koordiniranu regulaciju ekspresije ovih gena unutar monoaminskog sustava, vjerojatno u svrhu
homeostatske kontrole. Nasuprot tome, korelacije izmedu ekspresije gena i razina analita nisu
dosegle prag statisticke znacajnosti, Sto upucuje na to da transkripcijska regulacija nije primarni
¢imbenik koji odreduje uocene razlike u serotoninskom sustavu izmedu P. siculus i P. melisellensis,
vec da one vjerojatno proizlaze iz posttranskripcijskih, translacijskih i degradacijskih mehanizama
regulacije proteinske aktivnosti (Vogel i Marcotte, 2012) ili razlika u brzini oslobadanja i ponovnog
unosa (eng. reuptake) neurotransmitera. Stoga, dobiveni rezultati upucéuju na sloZzenu i dinamicnu
regulaciju monoaminskih sustava, u kojoj su transkripcijski i biokemijski mehanizmi medusobno

povezani, ali ne nuzno izravno ovisni.
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5.2.5.2 Neurobioloska podloga bihevioralnih razlika: Integracija neurokemijskih,

molekularnih i bihevioralnih pokazatelja

Integracija rezultata neurokemijskih analiza, omjera metaboli¢ki povezanih spojeva i ekspresije
gena pruza cjelovit uvid u funkcionalnu organizaciju serotoninskog sustava u mozgu dviju
promatranih vrsta te ¢ini molekularno-biokemijsku podlogu koja bi mogla pojasniti prethodno
opisane razlike u ponasanju. Rezultati dobiveni u sklopu ovog istrazivanja dosljedno upucuju na
razlike izmedu P. siculus i P. melisellensis koje se odvijaju unutar serotoninskog sustava: na razini

dostupnosti serotonina, njegove razgradnje i receptorske regulacije.

Vrsta P. siculus pokazala je vise razine 5-HIAA na razini uCinka vrste, dok su za TRP i 5HT uoceni
obrasci koji ovise o spolu, pri ¢emu se posebno izdvajaju muZjaci P. siculus. Pritom je za TRP
utvrden i znacajan ucinak vrste, uz vise vrijednosti kod muzjaka P. siculus u odnosu na sve ostale
skupine. Takav obrazac ne upucuje na jednostavno povecanje 5HT kod jedne od promatranih
vrsta, nego na kompleksniju i spolno specificnu modulaciju serotoninskog metaboli¢ckog puta.
Stabilan omjer 5HT/TRP, koji upuéuje na stabilnu ucinkovitost sinteze 5HT, i nepromijenjena
ekspresija gena Tph2 medu vrstama iskljucuje sintezu kao primarni izvor uocenih razlika. Unatoc
povisenim razinama 5HT i 5-HIAA kod muzjaka vrste P. siculus, nizi omjer 5-HIAA/5HT ukazuje na
smanjenu serotoninsku razgradnju, Sto je u skladu s nizom ekspresijom gena MaoA te upucuje na
to da razlike izmedu vrsta proizlaze iz promjena u razgradnji, a ne sintezi serotonina. Slican
obrazac opisali su Summers i sur. (2005) kod gustera Anolis carolinensis, gdje su dominantni i
agresivniji muZjaci pokazivali niZi bazalni omjer 5-HIAA/5HT u specificnim mozdanim regijama
prije agresivne interakcije. U tom kontekstu, niZe vrijednosti ovog omjera kod muzjaka vrste P.
siculus mogu odrazavati smanjenu razgradnju 5HT i njegovu vecu dostupnost, potencijalno
povezanu s izraZenijim istrazivackim i kompetitivnim ponasanjem. Suprotno tome, poviseni omjer
5-HIAA/5HT u Zenki vrste P. siculus upucuje na spolno specificnu modulaciju serotoninske
razgradnje unutar iste vrste. Nadalje, u nasem istrazivanju vrsta P. siculus pokazala je visu
ekspresiju gena 5Htr1a, dok je kod P. melisellensis zabiljeZzena visa ekspresija 5Htr2b. Bududi da

receptor 5Htrla djeluje kao inhibitorni regulator serotoninske neurotransmisije i sudjeluje u
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negativnoj povratnoj sprezi oslobadanja 5HT, njegova poviSena ekspresija kod vrste P. siculus
mozZe predstavljati kompenzacijski mehanizam u uvjetima povisene dostupnosti 5HT. S druge
strane, receptor 5Htr2b povezuje se s postsinaptickom signalizacijom, sto moze upucivati na
razlike u nacinu odgovora neuronskih mreza izmedu promatranih vrsta. Ovakav komplementaran
obrazac ekspresije receptora dodatno potvrduje da se razlike izmedu vrsti P. siculus i P.
melisellensis ne odvijaju samo na razini 5HT, ve¢ i na razini njegove signalizacije. Dublje
razumijevanje ovih odnosa pruza analiza korelacija, koja je pokazala snaznu medusobnu
povezanost monoaminskih sustava, umjerene korelacije gena ukljuéenih u razgradnju i
signalizaciju, dok su se korelacije izmedu genske ekspresije i razina monoaminskih analita
pokazale slabima, Sto dodatno upuduje na kompleksnu regulaciju razliitih komponentni

serotoninskog sustava, koja se odvija na viSe razina.

Prethodno dokumentirana dominantnost P. siculus nad P. melisellensis u interspecijskim
susretima (Downes i Bauwens, 2002), kao i njezin invazivni potencijal i kompetitivna iskljucivost
(Herrel i sur., 2008), u ovom istrazivanju dobivaju neurobiolosku interpretaciju. Rezultati upucuju
na to da se razlike ne temelje na izoliranim promjenama, ve¢ na koordiniranim pomacima unutar
serotoninskog sustava. Posebnu vrijednost ovim rezultatima daje Cinjenica da su neurokemijske i
molekularne analize u ovom radu provedene na jedinkama za koje su prethodno bili prikupljeni
podaci bihevioralnih istrazivanja (Gojak i sur., 2026) u okviru istog projekta. Takav pristup
omogucio je izravno povezivanje serotoninskog profila s ponasanjem istih jedinki, Sto predstavlja
rijedak i metodoloski vrijedan pristup u neuroetoloskim istrazivanjima. Tako su Gojak i sur. (2026),
opisali da je P. siculus bila aktivnija i pokazivala izrazeniju sklonost prema novim objektima
(neofilija) i istrazivackom ponasanju u odnosu na P. melisellensis, dok su muZjaci obiju vrsta
pokazivali izraZzeniju neofiliju u odnosu na Zenke. MuZjaci vrste P. siculus isticali su se ¢eS¢im
promjenama smjera kretanja, prelaZzenjem vedih udaljenosti te brzim i ucestalijim stupanjem u
kontakt s novim objektom u usporedbi s ostalim skupinama. Objedinjeni neurokemijski i
molekularni profil muzjaka P. siculus ukljuuje povisene razine TRP i 5-HIAA, trend visih razina
5HT, nizi omjer 5-HIAA/5HT, nizu ekspresiju MaoA te viSu ekspresiju 5Htrla, sto upucuje na
razlike u regulaciji serotoninskog sustava, prvenstveno na razini razgradnje i signalizacije 5HT, koje
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bi mogle biti povezane s uocenim razlikama u ponasanju ove skupine. Dobiveni serotoninski profil
stoga moze pruziti neurobiolosku podlogu za prethodno opisane razlike izmedu vrsta, gdje P.
siculus redovito pokazuje vecu neofiliju i aktivnost, izraZenije istraZivacko ponasanje i u€inkovitije
iskoriStavanje resursa u odnosu na P. melisellensis, Sto se nalaze kao klju¢ njene kompetitivne
superiornosti u uvjetima simpatrije (Downes i Bauwens, 2002; Limnios i sur., 2022; Damas-
Moreiraisur., 2024; Gojak i sur., 2026). U skladu s time, Glogoski i sur, (2024) navode da P. siculus
pokazuje izrazenije istrazivacko ponasSanje, veéi unos hrane, ali i manju sklonost rizicnom
ponasanju na nepoznatom teritoriju u odnosu na P. melisellensis. Takva kombinacija visoke
eksploratornosti i manje sklonosti riziku moZe predstavljati adaptivhu strategiju u uvjetima
interspecijske kompeticije. Veza izmedu serotoninskog sustava i ovakvih bihevioralnih obrazaca
ima ¢vrstu neurobiolosku osnovu. Istrazivanja na Stakorima s eksperimentalno smanjenom
razinom 5HT pokazala su smanjenu sklonost istrazivackom ponasanju, dok su modeli s povisSenom
razinom 5HT pokazali poveéanu eksplorativnost i smanjeno anksiozno ponasanje (Hranilovici sur.,

2011; Blazevici sur., 2012).

Uzevsi sve u obzir, moZe se pretpostaviti da specifican serotoninski profil muzjaka vrste P. siculus,
obiljezen trendom visih razina 5HT, smanjenom razgradnjom i specificnom receptorskom
regulacijom, omogucuje finiju modulaciju ponasanja i fleksibilniji odgovor na okoliSne podrazaje.
Zaklju¢no, rezultati ovog istraZivanja upucuju na to da se razlike izmedu vrsta P. siculus i P.
melisellensis ne temelje na pojedinanim promjenama unutar serotoninskog puta, veé¢ na
koordiniranim promjenama u sintezi, razgradnji i signalizaciji, koje zajedno oblikuju funkcionalni
serotoninski profil. Upravo takav kompleksni obrazac potencijalno predstavlja jednan od
neurobioloskih mehanizama povezanih s njihovim razli¢itim bihevioralnim strategijama i

kompetitivnom uspjesnosti u prirodnim uvjetima.
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5.2.6 Analiza ciljeva istraZivanja u kontekstu dobivenih rezultata

U skladu s prvim specificnim ciljem, u okviru istrazivanja uspjesno je razvijena i optimizirana
analiticka metoda temeljena na spregnutom sustavu tekucinske kromatografije visoke
ucinkovitosti i spektrometrije masa (HPLC-MS/MS), namijenjena istodobnom pracenju 11 ciljanih
analita: monoamina (DA, NA, A, 5HT), njihovih prekursora (TYR, TRP,5-HTP, L-DOPA) i metabolita
(HVA, VMA, 5-HIIAA), uz dodatak unutarnjeg standarda (DHBA). lako je metoda uspjesSno razvijena
i validirana, potencijalno zbog specificne kemijske prirode i opcenito nizih razina u bioloSkom
matriksu u odnosu na druge analite, HVA, VMA, 5-HTP i L-DOPA nisu mogli biti pouzdano
kvantificirani u uzorcima male mase polutki mozga gustera. Usprkos tom ogranic¢enju, metoda se
moze koristiti na Sirokom spektru bioloSkih uzoraka, potencijalno i uspjesnije na uzorcima veée
mase i/ili, za organizme za koje postoje stereotaksijski atlasi, u specifi¢no ciljanim mozdanim
regijama. U nasem istrazivanju, usprkos ogranicenjima, primjenom ove metode uspjeSno smo
izmjerili 7 analita DA, NA, A, 5HT, TYR, TRP i 5-HIAA te detaljnije okarakterizirali monoaminske

profile mozga dviju promatranih vrsta.

Rezultati dobiveni u okviru drugog cilja ovog istraZivanja upucuju na postojanje razlika u
serotoninskom sustavu mozga izmedu vrsta P. siculus i P. melisellensis. Pritom su najjasnije razlike
utvrdene za prekursor TRP i glavni metabolit serotonina 5-HIAA, dok je za sam 5HT uocen obrazac
koji ovisi o interakciji vrste i spola. Osobito su se izdvajali muZzjaci vrste P. siculus, kod kojih su
zabiljezene poviSene razine TRP u odnosu na sve ostale skupine te vise razine 5HT u odnosu na
Zenke iste vrste, dok je za 5-HIAA potvrden jasan ucinak vrste, pri ¢emu je P. siculus pokazala vise
vrijednosti u odnosu na P. melisellensis. Ovi rezultati upucuju na mogucnost razlicite regulacije
serotoninske signalizacije izmedu promatranih vrsta, ali i na spolno specificnu modulaciju razina
TRP i 5HT unutar vrste P. siculus. Dodatno, omjer 5-HIAA/5HT pokazao je spolno specifi¢an
obrazac unutar vrste P. siculus, pri ¢emu su Zenke imale viSe vrijednosti u odnosu na muzjake iste
vrste, $to upucuje na razlike u regulaciji razgradnje serotonina. UoCeni obrasci potencijalno mogu
biti povezani s prethodno opisanim bihevioralnim razlikama izmedu populacija vrsta P. siculus i P.

melisellensis.
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Stoga je u okviru treéeg cilja analizirana ekspresija odabranih gena uklju¢enih u metabolicki put
serotonina. Dobiveni rezultati pokazali su da razlike medu vrstama u serotoninskom sustavu
vjerojatno nisu primarno povezane s promjenama u sintezi serotonina, buduci da ekspresija gena
Tph2 nije pokazala znacajne razlike. S druge strane, uocene su razlike u ekspresiji gena ukljucenih
u razgradnju i signalizaciju serotonina. NizZa ekspresija gena MaoA (smanjena razgradnja 5HT) kod
vrste P. siculus potencijalno moze pridonositi specificnom serotoninskom profilu zabiljezenom u
toj vrsti. Razlike u ekspresiji gena za serotoninske receptore takoder upudéuju na mogucénost
razliCite osjetljivosti neuronskih mreza na serotoninsku signalizaciju izmedu promatranih vrsta.
Pritom je P. siculus pokazala viSu ekspresiju 5Htr1a (inhibitorni autoreceptor ukljucen u regulaciju
oslobadanja 5HT), dok je kod vrste P. melisellensis zabiljezena visa ekspresija 5Htr2b (uklju¢en u
modulaciju serotoninske signalizacije i osjetljivosti neurona na 5HT). Dodatno, za oba receptora
utvrden je statisticki znacajan glavni ucinak spola, pri ¢emu su muZzjaci obje vrste pokazali viSu
razinu ekspresije u odnosu na Zenke. Ovakav obrazac upucuje na to da spol mozZe imati vaznu
ulogu u modulaciji osjetljivosti neuronskih mreza na serotoninsku signalizaciju unutar
promatranih vrsta. Medutim, razumijevanje bioloSkog znacaja ovih spolnih razlika zahtijeva

dodatne analize i usporedbu s bihevioralnim profilima, koji nadilaze okvire ovog istrazZivanja.

Objedinjeno promatranje rezultata neurokemijskih i molekularnih analiza sugerira da se razlike u
serotoninskom sustavu izmedu vrsta P. siculus i P. melisellensis ne odvijaju samo na razini sinteze
i razgradnje serotonina, ve¢ i na razini receptorske osjetljivosti i regulacije signalnog odgovora
(Tablica 21.). lako se svi neurokemijski pokazatelji nisu mijenjali na isti nacin, ukupni rezultati
upucuju na neurokemijsku diferencijaciju izmedu promatranih skupina unutar serotoninskog
sustava. Ovakav integrirani pristup, koji sjedinjuje neurokemijsku analizu i analizu genske
ekspresije, pruza ¢vrstu i vrijednu osnovu za daljnja istraZivanja neurobioloskih mehanizama koji
oblikuju ponasanje i adaptaciju kod gustera roda Podarcis te ujedno pridonosi prosirenju izbora

modelnih organizama u neurobioloskim istraZivanjima.
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Tablica 21. SazZeti prikaz glavnih statistickih uc¢inaka i razlika unuta serotoninskog sustava izmedu

vrsta Podarcis siculus (PS) i Podarcis melisellensis (PM) te izmedu spolova.

Parametar Ucinak vrste |Ucinak spola | Interakcija vrsta x spol Glavni obrazac
TRP PS> PM PSJ >PSQ, PMQ, PMJ
SHT - PSS > PSQ
5-HIAA PS> PM - - PS > PM
5-HIAA/5HT PS > PM PSQ >PSJ, PMQ, PMJ
MaoA PM > PS - - PM > PS
5Htrla PS> PM PS>PM; d > ¢
5Htr2b PM > PS - PM>PS; 4 >Q
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6 ZAKUUCAK

Rezultati ovog istraZzivanja omogucuju integrirani uvid u neurokemijsku i molekularnu regulaciju
monoaminskih sustava u mozgu dviju simpatrijskih vrsta gusStera Podarcis siculus i Podarcis
melisellensis. Analizom razina monoamina, njihovih prekursora i metabolita te ekspresije
odabranih gena uklju¢enih u metabolicki put serotonina dobiveni su podaci koji pridonose
razumijevanju neurobioloSke podloge prethodno opisanih razlika u ponasanju izmedu ove dvije

vrste.

Metodoloski doprinos:

Uspjesno je razvijena, optimizirana i validirana osjetljiva HPLC-MS/MS metoda koja

omogucuje simultanu kvantifikaciju 11 analita (monoamina, prekursora i metabolita).

e Primjenom tandemske spektrometrije masa (MS/MS) uz minimiziranu predanaliti¢ku
pripremu (modificirana LLE ekstrakcija bez derivatizacije) postiglo se oCuvanje integriteta

kemijski labilnih analita i visoka selektivnost analize.

e Primjenom kombinirane korekcije unutarnjim i vanjskim standardom uspjesno je
kompenzirana varijabilnost matriksa i instrumentalna nestabilnost izmedu analitickih

ciklusa.

e HVA,VMA, L-DOPA i 5HTP nisu mogli biti kvantificirani u bioloSkim uzorcima zbog izuzetno
niskih fizioloSkih koncentracija i brze metabolicke konverzije u mozdanom tkivu gustera

male mase; svi ostali analiti (DA, NA, A, 5HT, TYR, TRP, 5-HIAA) uspjesno su kvantificirani.
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Razlike u razinama monoamina izmedu vrsta

e Monoaminski neutrotransmiteri nisu pokazali konzistentne razlike izmedu P. siculus i P.
melisellensis na razini glavnog ucinka vrste; za DA, NA i 5HT zabiljeZzena je statisticki
znacajna interakcija vrste i spola, pri ¢emu su muzjaci P. siculus pokazali viSe razine u

odnosu na sve ostale skupine.

e Razine Ai TYR nisu pokazale znacajne razlike izmedu vrsta, spolova te u interakciji vrste i

spola.

e Analiti uklju¢eni u serotoninski metaboli¢ki put predstavljaju najpotpunije karakterizirano
podrucje neurokemijske divergencije izmedu proucavanih vrsta: P. siculus pokazuje vise

razine prekursora TRP i glavnog metabolita 5-HIAA u usporedbi s P. melisellensis.

e Za TRP zabiljeZena je statisti¢ki znacajna interakcija vrste i spola, s posebno izrazenim

razlikama kod muzjaka P. siculus.

e 7Za 5-HIAA utvrden je jasan ucinak vrste bez interakcije sa spolom, Sto ga Cini

najkonzistentnijim pokazateljem razlika medu promatranim vrstama.

e Analiza metabolickih omjera pokazala je da je ucinkovitost sinteze 5HT iz TRP (omjer
5HT/TRP) podjednaka izmedu vrsta, dok je omjer 5-HIAA/5HT, koji odrazava relativnu
razinu razgradnje 5HT, pokazao spolno specifi¢an obrazac unutar P. siculus: Zenke imaju
znacajno vise vrijednosti od muZjaka iste vrste i od oba spola P. melisellensis, upucujuci na

spolno specificnu modulaciju serotoninske razgradnje.
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Razlike u ekspresiji gena serotoninskog puta

Ekspresija gena Tph2 nije pokazala statisticki znacajne razlike izmedu vrsta ni spolova, $to
zajedno sa stabilnim omjerom 5HT/TRP iskljuCuje sintezu kao primarni izvor uocenih
neurokemijskih razlika

Vrsta P. siculus pokazuje znacajno nizu ekspresiju gena MaoA, sto objasnjava smanjenu
razgradnju i posljedi¢no visSu dostupnost serotonina u mozgu ove kompetitivno superiorne

vrste.

Ekspresija MaoB nije pokazala znacajne razlike izmedu vrsta.

P. siculus pokazuje visu ekspresiju inhibitornog autoreceptora 5Htr1a, dok P. melisellensis
pokazuje viSu ekspresiju 5Htr2b, Sto upucuje na razlike u receptorskoj osjetljivosti i

regulaciji signalnog odgovora izmedu ove dvije vrste.

Za oba ispitivana receptora (5Htrla i 5Htr2b) utvrden je statisticki znacajan glavni ucinak
spola, pri ¢emu su muzjaci obiju vrsta pokazuju viSu razinu ekspresije u odnosu na Zenke,
Sto upucuje na spolno specificnu modulaciju serotoninske signalizacije unutar

promatranih vrsta.

Integrativni zakljucak

Korelacijska analiza pokazala je snaznu medusobnu povezanost neurokemijskih analita i
umjerene korelacije izmedu gena, dok su korelacije izmedu ekspresije gena i razina analita
bile slabe i statisticki neznacajne, Sto upuduje na posttranskripcijsku regulaciju kao vaznu

razinu kontrole serotoninskog metabolizma.
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Razlike izmedu P. siculus i P. melisellensis ne temelje se na izoliranim promjenama veé na
koordiniranim pomacima unutar serotoninskog sustava - na razini dostupnosti

neurotransmitera, kapaciteta razgradnje i receptorske signalizacije

Objedinjeni neurokemijski i molekularni profil konzistentan je s dokumentiranim
bihevioralnim razlikama izmedu vrsta, pri ¢emu je visa dostupnost 5HT, niska ekspresija
MaoA i specifi¢na receptorska regulacija muzjaka P. siculus uskladen s ve¢om aktivnoséu,

neofilijom i kompetitivhom superiornosti u odnosu na P. melisellensis.

Integracijom neurokemijskih, molekularnih i bihevioralnih podataka dobivenih na istim
jedinkama, ovo istrazivanje pruza jedan od prvih izravnih uvida u neurobioloSku osnovu
kompetitivne asimetrije izmedu ovih dviju vrsta gustera, upucujuéi na to da su njihove
razliite bihevioralne strategije u simpatriji rezultat koordiniranih promjena unutar

serotoninskog sustava.
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8 PRILOZI

8.1 Protokol za zrtvovanje
Materijali

Postolje za Zrtvovanje

Filter papir

Laboratorijske Skare
Mikropipeta (20 — 200 L)
Obicni tipsevi

Pinceta

Iglice

Laboratorijska Spatula
Skalpel

Eppendorf epruvete (1i2 mL)
Falcon epruvete

Stalak za falcon epruvete

Led

Suhi led

Kutije od stiropora

Aluminijska folija
Markeri

Predmetna stakalca
Kapaljka

Papirnati ubrusi
Vatice

Plamenik

Analiticka vaga
Rukavice

Parafilm

Otopine

70 i 96 %-tni etanol (C2H50H)

Natrijev citrat (C6H5Na307)

Paraformaldehid (OH(CH20) nH (n=8-1000))

Postolje za vadenje mozga (Petrijeva zdjelica

bez poklopca i spuzvica smrznuto)

Lampa
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Postupak
1. Izvaditi gustericu iz kutije.

2. Glavu gusterice odrezati laboratorijskim Skarama. Krv iz glave ispustiti na predmetno stakalce
za krvni razmaz, a ispustenu krv iz tijela ispustiti na parafilm i sakupiti pipetom namjeStenom na
200 ul te prebaciti u eppendorf epruvetu od 1 mL. Tips pipete prethodno isprati natrijevim

citratom. Tubicu pohraniti na ledu.

3. Glavu staviti na postolje za vadenje mozga pokriveno aluminijskom folijom. Laboratorijskim
Skarama napraviti dva bocna reza lubanje, podignuti svod lubanje i laboratorijskom Spatulom
izvaditi mozak. Staviti ga na aluminijsku foliju i pohraniti u kutiji od stiropora ispunjenoj suhim
ledom (-80°C). Nakon nekoliko minuta izvaditi mozak iz suhog leda i skalpelom odvojiti polutke.
Desnu hemisferu laboratorijskom Spatulom prebaciti u prethodno izvaganu tubicu od 2 mL za RNA
analizu, a lijevu hemisferu u prethodno izvaganu tubicu od 2 mL za HPLC. Tubice pohraniti na -

80°C do ponovnog vaganja.

4. Prerezati rep na tri dijela. Vrh repa baciti, a ostala dva dijela prebaciti u posebne tubice i

napuniti ih 96 %-tnim etanolom tako da je cijeli dio repa uronjen u njega.

5. Laboratorijskim Skarama napraviti ventralni medijalni rez od kaudalnog dijela trupa do vrata.
Tijelo i glavu gustera prebaciti u falcon epruvetu i napuniti ju paraformaldehidom tako da su cijelo

tijelo i glava uronjeni u njega.

6. Koristeni pribor prebrisati papirnatim ubrusom/vaticom natopljenim/om vodom, a potom

flambirati uranjanjem u 70 %-tni etanol i paljenjem.
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8.2 Protokol pripreme kalibracijskih otopina analita i unutarnjeg standarda

Priprema kalibracijskih otopina provedena je serijskim razrjedivanjem pocetnih standardnih
otopina (stock) u ultracistoj vodi. Kao unutarnji standard (IS) koristen je DHBA u finalnoj

koncentraciji od 0,125 mg/L (ppm).

1. Priprema pocetnih i radnih otopina

e Pocetna otopina analita (stock K): Smjesa svih analita pripremljena je otapanjem 2 mg
svakog standarda u 50 mL ultradiste vode uz dodatak 100 pL 0,01 M HCI (konacna
koncentracija 40 mg/L).

e Radna otopina 1 (WS1): Pripremljena razrijedenjem 2,5 mL otopine Stock K do 100 mL
(konacna koncentracija 1 mg/L).

e Radna otopina 2 (WS2): Pripremljena razrijedenjem 2,5 mL otopine WS1 do 20 mL
(konacna koncentracija 0,125 mg/L).

e Pocetna otopina IS-a (stock DHBA): Otapanjem 2,5 mg DHBA u 50 mL ultraciste vode uz
dodatak 100 pL 0,01 M HCI (konacna koncentracija 50 mg/L).

e Radna otopina IS-a (WS DHBA): Pripremljena razrjedenjem 2,5 mL otopine Stock DHBA

do 100 mL (konaéna koncentracija 1,25 mg/L).

2. Priprema serije kalibratora (K1-K11)

Sve kalibracijske otopine pripremljene su u mjernim tikvicama uz dodatak radne otopine

unutarnjeg standarda (WS DHBA) tako da njegova finalna koncentracija iznosi 0,125 mg/L.
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Tablica P1. Shema razrjedenja za pripremu kalibracijskih otopina.

Kalibrator Finalna lzvorna V, izvorna V, radna Ukupni V
koncentracija | otopina otopina (mL) | otopina DHBA | (mL)
(mg/L) (mL)
K11 1,0 Stock K 0,25 1,0 10
K10 0,75 WS1 7,5 1,0 10
K9 0,5 WS1 5,0 1,0 10
K8 0,35 WS1 3,5 1,0 10
K7 0,25 WS1 2,5 1,0 10
K6 0,125 WS1 2,5 2,0 20
K5 0,0625 WS2 5,0 1,0 10
K4 0,04 WS2 3,2 1,0 10
K3 0,03 WS2 2,4 1,0 10
K2 0,01 WS2 1,6 1,0 10
K1 0,005 WS2 0,8 2,0 20
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8.3 Krivulje taljenja koristenih referentnih gena i gena od interesa

Slika P1. Krivulje taljenja pri 12 razlicitih temperatura umnazanja cDNA setom pocetnica za gene
GAPDH, PGK1, YWHAZ, Tbp2, MaoA, MaoB, 5Htrla i 5Htr2b. Temperatura najvise krivulje taljenja
uzeta je kao optimalna temperatura umnazanja. Na apscisi su prikazane vrijednosti temperature,
a na ordinati prva derivacija normaliziranog intenziteta fluorescencije u odnosu na temperaturu

(ddRN/dT).
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