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Morfoloske promene u dopaminergickim strukturama mozga pacova uslovljene maternalnom
deprivacijom

Uvod : Maternalna deprivacija (MD) predstavlja rano odvajanje mladunaca od majke i opste prihvaéeni
animalni model stresa. Rana traumati¢na iskustva tokom zivota izazivaju dugotrajne promene u mozgu
koje mogu potrajati i kasnije u zivotu. Ove promene su sastavni deo etiologije psihijatrijskih poremecaja.
Faktori kao Sto su stres i pothranjenost kod majke tokom fetalnog razvoja, se razmatraju kao dopunski
faktori rizika u nastanku shizofrenije. Cilj ovog istrazivanja je bio da se ispitaju dugotrajne morfoloske
promene u dopaminergickim strukturama mozga adolescentnih 1 adultnih pacova nakon maternalne
deprivacije.
Materijal i metode : U eksperimentima su kori$é¢eni pacovi muskog pola soja Wistar. Dan porodaja smo
oznacili kao nulti postnatalni dan (PN 0). Devetog postnatalnog dana (PN 9) legla smo podvrgnuli 24-
¢asovnoj maternalnoj deprivaciji. Zivotinje su Zrtvovane trideset i petog (PN 35) i $ezdesetog
postnatalnog dana (PN 60) kako bi se ispitale dugotrajne posledice MD. Mikroskopske morfometrijske
metode su koriS¢ene za merenje volumena dopaminergickih jedara, broja i gustine TH+ neurona u
jedrima. Biohemijske metode su kori§¢ene za odredivanje koncentracije kortikosterona u krvi ispitivanih
zivotinja. Volumen dopaminergi¢kih jedara i broj dopaminergic¢kih neurona u substantia-i nigra-i (SN),
ventralnom tegmentalnom podruéju (VTA) i locus coeruleus- u (LC) analizirani su u tri stereotaksicke
koordinate u odnosu na kraniometrijsku tacku bregma.
Rezultati : Klju¢ni rezultati ovog istrazivanja su da adolescentni i adultni mozak pacova podleze
promenama u ispitivanim parametrima koje su prouzrokovane stresom u ranom Zivotnom periodu,
pracenim poviSenjem nivoa kortikosterona u krvi. Takode, MD je prouzrokovala gubitak telesne teZine
u juvenilnom, adolescentnom i adultnom periodu Zivota. Konkretno, maternalna deprivacija povecava
volumen svih dopaminergi¢kih jedara i ukupan broj dopaminergickih neurona u njima u periodu
adolescencije i odrasle dobi.
Zaklju¢ak : Postnatalno odvajanje mladunaca od majke prouzrokovalo je nepravilan razvoj
dopaminergickog sistema, za koji se pretpostavlja da igra ulogu u patologiji psihijatrijskih bolesti. Ovo
istrazivanje korelira sa dopaminskom teorijom nastanka shizofrenije.
Kljuéne re¢i : maternalna deprivacija, dopamin, substantia nigra, ventralna tegmentalna area, locus
coeruleus
Naucna oblast : medicina
UZa nauc¢na oblast : neuronauke

UDK broj :



Morphological changes in dopaminergic structures of the rat brain conditioned by maternal
deprivation

Background : Maternal deprivation (MD) is the early separation of pups from the mother and generally
accepted animal model of stress. Early traumatic experiences during life cause long-term changes in the
brain that can last later in life. These changes are an integral part of the etiology of psychiatric
disorders. Factors such as maternal stress and malnutrition during fetal development are considered as
additional risk factors in the development of schizophrenia. The aim of this study was to examine long-
term morphological changes in the dopaminergic brain structures of adolescent and adult rats after
maternal deprivation.
Material and Methods : Male Wistar rats were used in the experiments. We marked the day of delivery
as zero postnatal day (PN 0). On the ninth postnatal day (PN 9), we subjected the litter to 24-hour
maternal deprivation. Animals were sacrificed on the thirty-fifth (PN 35) and sixtieth postnatal day (PN
60) to investigate the long-term consequences of MD. Microscopic morphometric methods were used to
measure the volume of dopaminergic nuclei, the number and density of TH + neurons in the
nuclei. Biochemical methods were used to determine the concentration of corticosterone in the blood of
the tested animals. The volume of dopaminergic nuclei and the number of dopaminergic neurons in the
substantia nigra (SN), ventral tegmental region (VTA) and locus coeruleus (LC) were analyzed in three
stereotaxic ranges relative to the craniometric point bregma.
Results : The key results of this study are that the adolescent and adult brains of rats undergo changes in
the examined parameters caused by stress in early life, followed by an increase in corticosterone levels
in the blood. Also, MD caused weight loss in the juvenile, adolescent and adult periods of life. In
particular, maternal deprivation increases the volume of all dopaminergic nuclei and the total number of
dopaminergic neurons in them during adolescence and adulthood.
Conclusion : Postnatal separation of pups from the mother caused an improper development of the
dopaminergic system, which is assumed to play a role in the pathology of psychiatric diseases. This
research correlates with the dopamine theory of schizophrenia
Key words : maternal deprivation, dopamine, substania nigra, ventral tegmental area, locus coeruleus
Scientific area : medicine
Narrow scientific field : neuroscience
UDK number :
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UvOD



1.Dopaminergicki sistem

1.1.  Anatomska organizacija bazalnih ganglija

Bazalne ganglije (Slika 1.) obuhvataju ona subkortikalna jedra velikog mozga koja primarno
ucestvuju u motornim funkcijama : repato jedro (nc. caudatus), ljusku (putamen) i bledo jedro (globus
pallidus). Njima se prikljucuju dve nize postavljene formacije, subtalamicko jedro (nc. subthalamicus) i
crna masa (substantia nigra). Putamen i globus palidus morfoloski obrazuju socivasto jedro (nc.
lentiformis). Pored ove morfoloske podele bazalnih ganglija, ¢esto se koristi evolutivna, embrionalna i
funkcionalna podela, prema kojoj postoje corpus striatum ili neostriatum i paleostriatum. Neostrijatum
obuhvata nc. caudatus i putamen, a paleostrijatum predstavlja globus pallidus (skrac¢eno se naziva i
pallidum). Najve¢i deo ovih struktura naziva se dorzalni strijatum (Afifi i Bergman, 2005). S druge
strane, ventralno podrucje neostrijatuma, koje obuhvata donji deo putamena i glavu nc. caudatus-a, kao
I nc. accumbens-a u septalnom podrucju, naziva se ventralni strijatum (striatum ventrale) (Price DL u
Kandel i sar., 2000). Drugi autori ventralnom strijatumu prikljucuju i tuberculum olfactorium (OTub)
(Afifi i Bergman, 2005).

A Y

Caudate nucleus

Globus pallidus

Subthalamic nucleus

Substantia nigra

Nucleus accumbens

Slika 1. Strukture bazalnih ganglija. (A) Shematski prikaz polozaja komponenata bazalnih ganglija na
frontalnom preseku mozga. (B) Imunohistohemijski prikaz bazalnih ganglija na frontalnom preseku
mozga. Slika je preuzeta iz publikacije : Neuroanatomy online. Section 3 : Motor System; Chapter 4:

Basal ganglia (James Knierim, Ph.D., Department of Neuroscience, The Johns Hopkins University)

Repato jedro (nc. caudatus)

Repato jedro (nucleus caudatus) ima oblik latini¢nog slova C koje lezi u centru hemisfere velikog

mozga (telencephalon). Pruza se od baze frontalnog reznja, u nivou kolena zuljevitog tela (genu corpus
1
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callosum-a), do amigdaloidnog kompleksa (corpus amygdaloideum) temporalnog reznja. On prati bo¢nu
komoru mozga, grade¢i joj pojedine zidove. U odnosu na putamen, repato jedro je postavljeno medijalno
i od njega je odvojen odgovaraju¢im delovima unutra$nje kapsule (capsula interna) (Carpenter i sar.,
1996; Puskas i sar., 2021).

Repato jedro ima glavu (caput), telo (corpus) i rep (cauda). Glava predstavlja proSireni rostralni
deo repatog jedra, koji gradi lateralni zid frontalnog roga bo¢ne komore (ventriculus lateralis-a). Glava
repatog jedra je odvojena od putamena snopovima prednjeg kraka capsula interna-e. Telo obilazi oko
dorzolateralnog dela talamusa i gradi ventrolateralni zid bo¢ne komore. Telo je odvojeno od nc.
lentiformis-a kolenom i zadnjim krakom capsula interna-e. Rep je najtanji deo koji u velikom luku
obilazi oko lateralnog dela pulvinara talamusa i zavr$ava se u zidu temporalnog roga bo¢ne komore, uz

kaudalni deo corpus amygdaloidem-a (Carpenter i sar. 1996)

Ljuska (putamen)

Putamen je najve¢i deo neostrijatuma. Poseduje gotovo iste embrionalne i funkcionalne
karakteristike kao repato jedro. Inace, latinska re¢ putamen koristila se za oznacavanje kore drveta, ljuske
oraha ili jajeta i sl. (Skinner 1970). Prostorno, putamen ima oblik zarubljene kupe sa osnovom
ispupéenom prema bedemu (claustrum), a vrhom udubljenim prema bazi globus palidus-a. Bazu
putamena odvaja od bedema spoljasnja kapsula (capsula externa). Izmedu vrha putamena i paliduma
pruza se tanak beli sloj lamina medullaris externa. Ventralno od putamena smenjuju se razne strukture:
“the basal forebrain”, corpus amygdaloideum, capsula interna (sublentiformni deo). Dorzalno od
putamena leze snopovi vlakana capsula interna-e i zrakaste krune (corona radiata). Rostralni deo
putamena spojen je sa glavom repatog jedra. U nivou spoja leZi proSirenje, nc. accumbens, koje pripada
i bazalnim ganglijama i limbi¢kom sistemu (Kandel i sar., 2000). Iza kaudalnog dela putamena prolazi

retrolentiformni deo unutra$nje kapsule, a ispod istog dela nalazi se sublentiformni deo.

Bledo jedro (globus pallidus)

Globus pallidus — GP (pallidum ili palleostriatum) ima oblik kupe sa zaobljenom bazom. Zbog
velikog broja aksona koji kroz njega prolaze (Carpenter i sar., 1996), svetliji je od ostalih bazalnih
ganglija, te je zato dobio latinski naziv pallidus (bled). GP se po embrionalnim i strukturnim
karakteristikama potpuno razlikuje od neostrijatuma. On ima oblik kupe sastavljene spoljaSnjeg 1
unutrasnjeg segmenta (Carpenter i sar., 1996; Kandel i sar., 2000) izmedu kojih se nalazi lamina

medullaris interna. Globus palidus je razli¢it u raznih sisara (Afifi i Bergman, 2005). Primati imaju isti
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globus pallidus kao i ¢ovek. Lateralno se prostire do zarubljenog vrha putamen-a, od kojeg ga odvaja
lamina medullaris externa. Medijalno se pruza do lateralnog hipotalamusa i kolena capsula interna-e.
Dorzalna strana je u kontaktu sa snopovima zadnjeg kraka unutrasnje kapsule. Ispod ventralne strane
nalaze se “the basal forebrain”, substantia innominata, nc.basalis Meynert, tr. opticus i bademasto telo
(corpus amygdaloideum)- Amy (Nieuwenhuys i sar. 1988). Kroz rostralni deo ventralnog regiona globus
pallidus-a prolazi, prednja spojnica (commissura anterior). Kao $to je spomenuto, bledo jedro ima dva
segmenta, medijalni i lateralni.

Medijalni segment bledog jedra — GPm ili interni segment (GPi) predstavlja glavni “output”
bazalnih ganglija, mada jedan deo vlakana napusta bazalne ganglije i1 kroz retikularni deo crne mase —
substantia nigra (SNpr). Vecina aksona ¢elija u GPm (80%) daje kolaterale za mozdano stablo i talamus.
U mozdanom stablu kolaterale se zavrSavaju u tzv. ekstrapiramidnom polju blizu nc. tegmenti
pedunculopontinus-a (PPT), koje se projektuje u motorni retikulospinalni sistem, kao i u nc. habenularis
lateralis. Kolaterale za talamus (palidotalamicka vlakna) su dvojake. Jedna grupa zavrSava se u delu nc.
ventralis lateralis-u (VLo) i nc. ventralis anterior-u (VApc). Ova dva jedra projektuju se zatim u
primarno motorno polje i u premotorna polja korteksa. VVlakna za talamus najpre obrazuju dva snopa
(ansa lenticularis i fasciculus lenticularis), koji prolaze kroz Forelova polja subthalamus-a, spajaju se i
grade tre¢i, zajednicki snop, fasciculus thalamicus (Carpenter i sar., 1996). Preostalih 20% aksona iz
GPm odlaze u intralaminarna jedra talamusa (nc. centromedianus i nc. parafascicularis). Medijalni
segment globusa palidusa (GPm) jako je sli¢an retikularnom delu supstancije nigre (SNpr) (Squire 1
Zigmond, 2003). To jasno pokazuje i njihova somatotopska organizacija. Tako, ruka i noga su
reprezentovani u GPm, a lice i o¢i u SNpr. Neuroni u GPm imaju visoku spontanu toni¢nu aktivnost
nevezanu za pokrete. Najveci broj neurona u GPm povecava svoju aktivnost u toku pokreta.

Lateralni segment globusa palidusa — GPI ili eksterni segment (GPe) sadrzi velike GABA-
ergicke neurone. On prima prakti¢no iste informacije kao i GPm (Squire i Zigmond, 2003). Naime, GPI
dobija inhibitorna vlakna iz strijatuma (strijatopalidalna vlakna). Ove projekcije su konvergentne, tj.
veci broj aksona iz strijatuma zavrSava se na jednom neuronu u GPl. Divergentne projekcije dolaze iz
nc. subthalamicus-a (subtalamopalidalna vlakna). Svaki akson iz ovog jedra zavrSava se na ve¢em broju
neurona u GPI. Subtalamopalidalna vlakna predstavljaju ekscitatorne glutamatergicke aksone. Eferentna,
GABA-ergi¢ka vlakna iz GPl zavrSavaju se u medijalnom segmentu bledog jedra (GPm) i u
subtalami¢kom jedru (palidosubtalamicka vlakna). Istovremeno, GPI Salje svoje aksone i u retikularni

deo substantia nigra-e (palidonigralna vlakna).
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Slika 2. Anatomska organizacija bazalnih ganglija. A- prikaz aferentnih veza bazalnih ganglija; B- prikaz
eferentnih veza bazalnih ganglija; C — Prikaz veza struktura koje ulaze u sastav bazalnih ganglija; D —
Direktni, indirektni i strijatonigralni put bazalnih ganglija. Slika je preuzeta iz publikacije :
Neuroanatomy online. Section 3 : Motor System; Chapter 4: Basal ganglia (James Knierim,

Ph.D., Department of Neuroscience, The Johns Hopkins University)
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Subtalamicko jedro (nc. subthalamicus)

Subtalamicko jedro - STN (nc. subthalamicus) nalazi se u istoimenom podrucju dijencefalona,
neposredno dorzolateralno od substantia nigra-e. Sadrzi fuziformne neurone, koji imaju ekscitatorni
neurotransmiter glutamat. Aksoni STN-a predstavljaju jedina ekscitatorna projekciona vlakna bazalanih
ganglija (Kandel i sar., 2003). STN dobija direktne aksone iz korteksa i to iz primarnog motornog polja,
premotornog polja, suplementarnog motornog polja i frontalnog ocnog polja. Ovi kortikosubtalamicki
aksoni jesu ekscitatorna glutamatergicka vlakna. Inac¢e, STN se u toku evolucije razvijao proporcrionalno
svojim vezama sa korteksom. STN dobija i veliki broj aferentnih vlakana iz lateralnog segmenta globus
pallidus-a (GP1). Ova palidosubtalamicka vlakna formiraju deo fasciculus subthalamicus-a. Manji broj
aferentnih vlakana subtalami¢kog jedra dolazi iz talamusa i retikularne formacije (Afifi i Bergman,
2005). Eferentna vlakna subtalami¢kog jedra obuhvataju najpre veliki snop za lateralni segment globus
palidus-a (GPI). Ova ekscitatorna subtalamopalidalna vlakna ulaze u sastav fasciculus subthalamicus-a.
Najzad, subtalamonigralna vlakna, koja su glutamatergic¢ka, odlaze u pars reticularis substantia nigra-

e.

Crna masa (substantia nigra)

Substantia nigra (SN) je jedan od najvaznijih delova bazalnih ganglija. Ona pripada
mezencefalonu i subtalamusu. Nalazi se na granici crus cerebri i tegmentum mesencephali. Zbog velike
koli¢ine crnog pigmenta neuromelanina u svojim ¢elijama, supstancija nigra je i dobila svoj naziv (nigra
= crna) (Zepi¢, 1967). Substantia nigra ima dva dela: pars compacta- SNpc i pars reticularis- SNpr
(Kandel i sar., 2000).

Pars compacta (SNpc) sadrzi mnogo veci broj pigmentovanih ¢elija i eferentnih vlakana nego
pars reticularis. One sadrze razne neurotransmitere i neuromodulatore. Najvazniji neurotransmiter je
dopamin koji se putem velikog nigrostrijatnog puta izlucuje u neostrijatumu. Nigrostrijatna vlakna za
caput nuclei caudati polaze iz rostralnog dela SN-a, a vlakna za putamen poticu iz kaudalnog dela SN-a
(Carpenter i sar., 1996). U supstanciji nigri i neostrijatumu nalazi se oko 80% od ukupne koli¢ine
dopamina u mozgu. Dejstvo dopamina (DA) iz nigrostrijatnog snopa na neurone u strijatumu zavisi
primarno od tipa receptora za koji se vezuje (Carpenter i sar., 1996). Svi receptori (D1-Ds) deluju preko
G proteina i adenilat ciklaze. Ukoliko se dopamin veze za D1 | Ds receptore, nastace ekscitacija neurona,
a ako se veze za druge receptore, nastupice inhibicija. U citoplazmi dopaminergic¢kih neurona nalazi se i

crni pigment neuromelanin, koji daje karakteristicnu boju supstanciji nigri. Neuromelanin se nalazi u
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lizozomnim granulama neurona. Predstavlja sporedni produkt metabolizma dopamina, koji nastaje
oksidacijom i polimerizacijom dopamina. Kod osoba sa Parkinsonovom boles¢u ovaj pigment nedostaje,

pa substantia nigra nije crne boje.

Pars reticularis (SNpr) sadrzi manji broj ¢elija, koje su GABA-ergi¢kog, inhibitornog karaktera.
SNpr je veoma slicna medijalnom segmentu bledog jedra (GPm), kako po neuronima i njihovim
neurotransmiterima, tako i po vezama (Kandel i sar., 2000; Carpenter i sar., 1996). Sadrzi velike neurone,
koji dobijaju inhibitorne aksone iz neostrijatuma (striatonigralna vlakna). Vlakna iz nc. caudatus-a
zavrSavaju se u rostrlnom delu SN-a, a vlakna iz putamen-a u kaudalnom delu SN-a. SNpr dobijaju i
ekscitatorne glutamatergicke aksone iz subtalamickog jedra (subtalamonigralna vlakna). Kortikonigralna
vlakna, koja su uglavnom indirektna, najve¢im delom polaze iz frontalnog o¢nog polja (Kandel i sar.,
2000). Substantia nigra dobija i aferentna vlakna iz mezencefalona i to serotonergicke aksone iz nc.raphe
dorsalis-a i holinergic¢ka vlakna iz nc. pedunculopontinus-a. Aksoni samih GABA-ergic¢kih neurona u
SNpr, tj. eferentna vlakna, ulaze u deo nc.ventralis lateralis-a (VLm) i nc.ventralis anterior-a (VAam)
talamusa, kao i u nc. centromedianus (CM) i nc. parafascicularis (PF). Jedna grupa GABA-ergickih
aksona iz SNpr zavrSava se u colliculi superiores mezencefalona (nigrotektalna vlakna), koji
predstavljaju centar za sakadne pokrete o¢iju (Kandel i sar., 2000). Druga grupa aksona iz SNpr odlazi u
deo nc.mediodorsalis-a talamusa (MDpl), iz kojeg se vlakna projektuju u frontalno o¢no polje (Carpenter
i sar., 1996).

Osnovni neuronski krugovi i funkcije bazalnih ganglija

Bazalne ganglije obavljaju dve osnovne funkcije, motornu i kognitivnu. Prema tome, medusobne
veze bazalnih ganglija, kao i njihova komunikacija sa drugim strukturama CNS-a, imaju dva sistema
neuronskih krugova, motorni i kognitivni (Carpenter i sar., 1996; Kandel i sar., 2000). Motorni krugovi
ukljuceni su prvenstveno u regulaciju voljnih 1 automatskih pokreta. Naime, bazalne ganglije pojacavaju
zeljeni, odabrani pokret, a suprimiraju druge, nezeljene pokrete (Carpenter i sar., 1996). Isto tako, one
mogu Zeljeni pokret da pojacaju ili oslabe, zahvaljujuéi varijacijama u inhibitornoj aktivnosti u
medijalnom segmentu bledog jedra. Najzad, bazalne ganglije, nakon zapocinjanja pokreta, vazne su za
automatsko izvrSavanje sekvenci pokreta. Ove krugove bazalnih ganglija klini¢ari Cesto opisuju kao deo
ekstrapiramidnog motornog sistema (Adams i Victor, 1993). Svi ovi krugovi imaju aferentne i eferentne
komponente koje mogu da budu, kako je spomenuto, ekscitatorne i inhibitorne. Na primer, neostrijatum
dobija ekscitatorne glutamatergicke snopove iz korteksa, dopaminergicke projekcije iz supstancije nigre,

serotoninergic¢ka vlakna iz nuclei raphes i projekcije iz intralaminarnih jedara talamusa. Istovremeno,
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inhibitorni GABA-ergicki neuroni neostrijatuma 1 globus palidus-a projektuju se u talamus,

subtalamicko jedro, supstanciju nigru i u retikularnu formaciju mozdanog stabla.

Motorni neuronski Krugovi

Svi ovi neuronski sistemi polaze iz motornih podrucja korteksa, tj. iz primarnog motornog,
premotornog i suplementarnog motornog polja. Jedan deo aksona poti¢e iz somatosenzornog korteksa.
U okviru glavnog sistema prisutni su i podsistemi za svako od navedenih podrucja kore. Istovremeno,
postoji i somatotopska organizacija u sistemima. Na primer, kortikostrijatna vlakna su tako organizovana
da je noga reprezentovana u dorzolateralnom delu putamena, orofacijalna muskulatura u
ventromedijalnoj zoni, a ruka u delu putamena izmedu prethodna dva podrucja (Carpenter i sar., 1996).
Somatotopska organizacija postoji i u zavrsnom, talamokortikalnom snopu. Postoje dve glavne grupe
motornih neuronskih krugova bazalnih ganglija (Slika 3.). U prvoj grupi veze polaze iz korteksa i vracaju
se u korteks, bilo direktno preko talamusa (direktni put) ili najpre preko nc. subthalamicus-a, a tek zatim
preko talamusa (indirektni put). U drugoj grupi neuronskih krugova signali iz korteksa odlaze u

substantia nigra-u i u retikularnu formaciju, a potom u mozdano stablo i ki¢menu mozdinu.

Cerebral Cortex

Glutamate l

Striatum —
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GABA GABA
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Slika 3. Direktni i indirektni put bazalnih ganglija u izvodenju motorne aktivnosti. Na direktnom
putu, cerebralni kortikalni ulaz u strijatum uzrokuje aktivaciju inhibitornih neurona, $to zatim uzrokuje
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povecani inhibitorni izlaz u globus pallidus medialis-u (GPm). Postoji smanjeni inhibitorni izlaz iz GPm
u ventralna prednja (VA) i ventralna lateralna (VL) jedra talamusa koja se zatim ekscitatornim putevima
projektuju u premotorni korteks. Direktni put reguliSe tonic¢ke aktivnosti u premotornom korteksu koji je
ukljucen u planiranje i izvodenje pokreta. Indirektni put inhibira kretanje kada ekscitatorna projekcija iz
mozdane kore aktivira inhibitorne projekcione neurone u globus pallidus lateralis-u (GPI). Oni tada
inhibiraju tonicke inhibitorne izlazne neurone §to smanjuje toni¢ku inhibiciju subtalamickog jedra (STN)
I rezultira povecanim ekscitatornim izlazom na GPm. Ekscitacija GPm povecava inhibitorni izlaz iz GPm
u talamus, S$to zatim smanjuje povratne reakcije na korteks mozga i dovodi do inhibicije motorne
aktivnosti. Dopamin pospesuje delovanje direktnog puta, istovremeno potiskujuéi aktivnost indirektnog
puta. Slika je preuzeta iz publikacije : Roshan MH, Tambo A, Pace NP. Potential Role of Caffeine in the
Treatment of Parkinson's Disease. Open Neurol J. 2016 Jul 26;10:42-58. doi:
10.2174/1874205X01610010042. PMID: 27563362; PMCID: PMC4962431.

Direktni motorni krug

Direktni krug polazi iz motorne kore i pruza se do nc.caudatus-a i putamen-a (Afifi i Bergman,
2005; Carpenter i sar., 1996). U pitanju su kortikostrijatni snopovi kojiimaju somatotopsku organizaciju.
Osim ovih direktnih snopova, postoje i indirektne veze, tj. korteks-talamus-neostrijatum, kao i kolaterale
iz drugih snopova vlakana (tr. corticopontini i tr.corticoolivaris-a) (Afifi i Bergman, 2005).
Kortikostrijatni aksoni dolaze do neostrijatuma pomoc¢u fasciculus subcallosus-a, a preko capsula
interna-e i capsula externa-e. Kortikostrijatna glutamatergicka vlakna aktiviraju GABA-ergi¢ke neurone
strijatuma, tj. izazivaju smanjenje inhibitorne aktivnosti ovih neurona. Iz neostrijatuma polaze GABA-
ergi¢ki aksoni za medijalni segment globus palldus-a (strijatopalidalna vlakna), koji sadrzi GABA-
ergicke Celije. Aksoni ovih neurona iz globus palidus-a odlaze u talamus (palidotalamicka vlakna), gde
ulaze u nc. ventralis anterior et lateralis i nc. centromedianus. Glutamatergicki aksoni iz ovih talamickih
jedara zatvaraju krug, jer se zavrSavaju u motornom korteksu (talamokortikalna vlakna). Ekscitatorni
dopaminergicki nigrostrijatni snop smanjuje aktivnost inhibitornih GABA-ergickih neurona
neostrijatuma i globus palidus-a, odnosno palidotalamickih aksona. Zato se pojacava talamokortikalna
aktivnost kojanstimuliSe i pojacava pokrete (Herdegen i Delgado-Garcia, 2004; Kandel i sar., 2000).
Sada je razumljivo zasto smanjenje dopamina nigrostrijatnog snopa u Parkinsonovoj bolesti dovodi do

usporavanja pokreta.



Indirektni motorni krug

Indirektni krug ima iste poc¢etne komponente (glutamatergicka kortikostrijatna i GABA-ergicka
strijatopalidalna vlakna). Medutim, iz lateralnog segmenta globus pallidus-a odlaze GABA-ergicki
aksoni u nc. subthalamicus, a iz ovog jedra kre¢u glutamatergi¢ka vlakna u medijalni i lateralni segment
globus palidus-a, kao i u supstanciju nigru (Herdegen i Delgado-Garcia, 2004). Ostatak kruga je
identi¢an prethodnom (GABA-ergicka palidotalamicka i glutamatergicka talamokortikalna vlakna).
Aktivacijom indirektnog kruga vrsi se jo$ jaCa inhibicija talamusa, odnosno talamokortikalnih veza, te
nastaje inhibicija pokreta. Direktni i indirektni krug obi¢no deluju istovremeno, uskladujuéi svoju
aktivnost sa motornom funkcijom. Jedna od glavnih uloga ovih sistema jeste gradacija brzine i amplitude
pokreta. Pritom, direktni krug pojacava odabrani svrsishodni pokret, dok indirektni krug inhibise
potencijalno ometaju¢e pokrete (Kandel i sar., 2000). Time se omogucuje besprekorno izvrSenje

odabranog pokreta.

Kortiko-strijato-nigralni krug.

Njegov pocetni deo obuhvata glutamatergicka kortikostrijatna i GABA-ergicka strijatopalidalna
vlakna. Aksoni iz globus pallidus-a odlaze u retikularni deo substantia nigra-e (palidonigralna GABA-
ergicka vlakna), odakle se aksoni projektuju u talamus (nc. ventralis anterior). Glutamatergicka
talamokortikalna vlakna zavrSavaju ovaj krug u motornom korteksu. Od dela ovog kruga u nivou
supstancije nigre odvaja se snopi¢ koji odlazi u colliculi superiores mezencefalona (nigrotektalna
vlakna). Ovaj okulomotorni podsistem zapocinje jo§ u frontalnom onom poiju, nastavlja se do repatog
i bledog jedra, pa ulazi u supstanciju nigru (Kandel i sar., 2000). Odavde polaze spomenuta nigrotektalna
vlakna, kao 1 snopi¢ koji se vraca u frontalno o¢no polje. Ovaj podsistem je vazan za zapocCinjanje
sakadnih pokreta o¢iju. Najzad, jedan snop iz substantia nigra-e odlazi u retikularnu formaciju (RF),
odnosno u nc. pedunculo-pontinus, tj. u holinergicku grupu Ch6, koja dobija i palidalna vlakna, a
predstavlja i mezencefalicki lokomotorni centar (Kandel i sar., 2000; Carpenter i sar., 1996). Odavde
odlaze aksoni u RF mozdanog stabla, odakle nastavljaju u kicmenu mozdinu pomocu tr. reticulospinalis-

a (Kandel i sar., 2000).

1.2. Dopaminergicka jedra i projekcije u viSe centre

Dopaminergicki sistem obuhvata grupe neurona od A8 do A17, koje leze u srednjem mozgu
(mesencephalon), subtalamusu, hipotalamusu, olfaktivnim strukturama i mreznjaci (retina). Najveca
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koncentracija dopamina je u neuronima i aksonima grupe A9 u okviru substantia nigra-e. Tri prve
dopaminergicke grupe (A8-A10) nalaze se u mezencefalonu (Slika 4.). Grupa A8 lezi neposredno
kaudalno od crvenog jedra (nc. ruber). Aksoni iz A8, A9 i A10 formiraju, mezostrijatni snop, Ciji je
glavni deo nigrostrijatni snop.

Grupa A9 predstavlja pars compacta substantia nigra-e. To je najveca kolekcija dopaminergic¢kih
¢elija u mozgu koje sadrze oko 75% dopamina CNS-a (Rang i sar., 2003). Ovi neuroni imaju u citoplazmi
crni pigment - neuromelanin (produkt koji nastaje u toku metabolizma dopamina). Neuroni daju snopic¢
za colliculus superior mezencefalona, a zatim formiraju veliki ascendentni, nigrostrijatni snop, koji se
pruza u sastavu medijalnog snopa prednjeg mozga (engl. “the medial forebrain bundle”). On vrsi
dopaminergicku inervaciju neostrijatuma (putamen i nc.caudatus). Zahvaljujuéi ovom snopu, u
neostrijatumu se nalazi najveca koncentracija dopamina u mozgu. Ovaj snop ima ulogu u zapocinjanju
motornog odgovora, ali je vazan i za motivaciju, kao i za odgovarajuce bioloske nagone.

Grupa A10 nalazi se u ventralnom tegmentalnom podrucju (area tegmentalis ventralis -
VTA) mezencefalona, izmedu nc.ruber-a, substantia nigra-e i ncc. raphes. Descendentni snop iz
ove grupe odlazi u locus coeruleus i u nc. parabrachialis lateralis. Mali ascendentni snop se
zavr$ava u habenuli. Aksoni iz VTA formiraju dva velika ascendentna snopa, mezolimbicki i

mezokortikalni, koji idu u sastavu “the medial forebrain bundle-a”.

—

Slika 4. Racunarske mape broja i raspodele dopaminergi¢kih neurona u rostralnom delu

srednjeg mozga u odnosu na susedne delove tkiva obojene po Nisslu (leva mikrografija). Desno su
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shematski prikazane granice definisanja dopaminergickih jedara : SNc¢ — substantia nigra pars
compacta (A9); SNr — substantia nigra pars reticulata (A9); VTA — ventralna tegmentalna area
(A10). Slika je preuzeta iz publikacije : German DC, Manaye KF. Midbrain dopaminergic neurons
(nuclei A8, A9, and A10): three-dimensional reconstruction in the rat. J Comp Neurol. 1993 May
15;331(3):297-309. doi: 10.1002/cne.903310302. PMID: 8514911.

Mezolimbicki snop zavr$ava se u limbickim jedrima (corpus amygdaloideum, nc. stria
terminalis, nc. septalis lateralis, nc. accumbens) i u limbickom korteksu (rostralni deo gyrus
cinguli, area entorhinalis, hippocampus, piriformna kora). Mezolimbicki sistem ucestvuje u
generisanju i regulaciji emocija, pamcenja, motivacije i paznje.

Mezokortikalni snop zavrSava se najviSe u prefrontalnom korteksu, temporalnim
asocijativnim poljima i u motornoj kori (Afifi i Bergman, 2005). Mezokortikalni sistem je
odgovoran za kognitivne funkcije mozga: misljenje, rasudivanje, reSavanje logickih problema,
planiranje, socijalno ponasanje. Promena funkcionisanja mezolimbic¢kog i mezokortikalnog snopa
zapazena je u pojedinim psihijatrijskim oboljenjima, narocito u shizofreniji kod osoba koje koriste
odgovarajuce droge.

Od ostalih dopaminergic¢kih kolekcija neurona (Slika 5.), grupe Al11-A14 leze oko trece
mozdane komore, najve¢im delom u hipotalamusu. Grupa A 15 nalazi se u tuberculum olfactorium-
u, grupa A16 u bulbus olfactorius-u, a grupa A17 u mreznja¢i oka. Grupa All nalazi se u
kaudalnom delu hipotalamusa. Grupa A12 najveéim delom obuhvata nc. arcuatus u ventralnom
delu hipotalamusa. Grupa A13 nalazi se u kaudalnom i dorzalnom delu hipotalamusa i u zona
incerta. Grupa Al4 prostire se kroz rostralno periventrikularno podrucje hipotalamusa. Neuroni u
A15 1 A16 ucestvuju u olfaktivnoj funkciji. Grupa A17 neurona retine vazna je za registrovanje
boja. Grupe A11-A13 Salju dopaminergi¢ke aksone, obi¢no u sastavu fasciculus longitudinalis
dorsalis-a hipotalamusa, u mozdano stablo i ki¢menu mozdinu, gde oni reguliSu aktivnost
preganglijskih simpatickih neurona, naroc¢ito u nc. intermediolateralis-u. Aksoni iz grupe Al4
zavrSavaju se u talamusu. Aksoni iz grupa A12-Al4 formiraju tuberoinfundibularni snop u
ventralnom delu hipotalamusa. Manji broj ovih aksona zavr$ava se u zadnjem delu neurohipofize,
a veci broj se zavrsava u eminentia mediana odakle, preko portalnog krvotoka, regulisu sekreciju

prolaktina iz adenohipofize.
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Slika 5. Polozaji i aksonske projekcije razli¢itih dopaminergi¢kih grupa ¢elija u sagitalnom
preseku mozga pacova. Mezencefalicke grupe A9 (SNc, crvena) i A10 (VTA, zelena) projektuju se na
dorzolateralni striatum (nc.caudatus i putamen) i globus pallidus (GP), ili na ventromedijalni striatum
(nucleus accumbens - NAcc), corpus amygdaloideum (Amyg), tuberculum olfactorium (O Tub), odnosno
prefrontalni korteks (PFC). Grupa A10 (VTA) uspostavlja dodatne veze sa regijama talamusa i
hipokampusa. Priblizno mesto grupa u medumozgu (diencephalon) A11 — A15 hipotalamusa / ventralnog
talamusa (siva tackasta polja) i njihove silazne projekcije u mozdano stablo / kicmenu mozdinu oznacene
su isprekidanim linijama jer se ne kolokalizuju u istom odeljku. Inervacija prednjeg dela hipofize pomocu
tuberohipofizialnog / tuberoinfundibularnog sistema oznacena je isprekidanom linijom i strelicom.
Telencefalicku grupu A16 ¢ine periglomerularni interneuroni unutar olfaktornog bulbusa (zuta
isprekidana linija). Na slici su izostavljene A8 (retrorubralno polje) i A17 (retina amakrini interneuroni)
dopaminergicke grupe, kao i lokalne hipotalamicke projekcije diencefalnih grupa. Slika je preuzeta iz
publikacije : Prakash N, Wurst W. Development of dopaminergic neurons in the mammalian brain. Cell
Mol Life Sci. 2006 Jan;63(2):187-206. doi: 10.1007/s00018-005-5387-6. PMID: 16389456.

1.3.  Dopamin kao neurotransmiter

Dopaminergicki sistem sadrzi dopamin (DA) kao glavni neurotransmiter. DA se sintetiSe iz
aminokiseline tirozina preko DOPA-e (Shepherd, 1994) i moze da kolokalizuje sa nekim

neuropeptidima, npr. sa holecistokininom (CCK). Svi dopaminergicki neuroni sadrze i granule
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neuromelanina, crnog pigmenta koji je polimer sastavljen od produkata metabolizma dopamina ili L-
DOPA-e (Larsen i Sulzer, 2002). Postoji pet grupa metabotropnih dopaminergickih receptora D1-
D5 (Tabela 1.), koji su svrstani u D1 porodicu (D1 i D5) i D2 porodicu (D2, D3 i D4) (Rang i sar.,
2003). Svi receptori su postsinapticki, ali neki od njih mogu da budu i presinaptic¢ki. D1 receptora
ima najviSe u neostrijatumu, bledom jedru (globus palidus), limbickom sistemu (hippocampus, nc.
accumbens i corpus amygdaloideum), hipotalamusu i talamusu. Malobrojni receptori D5 smesteni
su u frontalnoj kori, hipokampusu, hipotalamusu, nc.mammillarisu lateralis-u, locus coeruleus-u i
u nc.raphe dorsalis-u. Obe vrste spomenutih receptora (D1 i D5) stimulativhog su karaktera. D2
receptori najvise su prisutni u frontalnom korteksu, limbi¢kom sistemu (nc. accumbens-u, corpus
amygdaloideum-u i regio septalis), adenohipofizi, a manje u strijatumu. D3 receptora ima u
neokorteksu, limbi¢kom sistemu (hipocampus-u, nc. accumbens-u), talamusu, malom mozgu
(cerebellum) i crnoj masi (substantia nigra), a gotovo ih nema u strijatumu. D4 receptori nalaze se
u neokorteksu, limbi¢kom sistemu i u adenohipofizi, dok ih je vrlo malo u strijatumu. Receptori

D2, D3 i D4 su inhibitornog tipa.

Tabela 1. Tabelarni prikaz rasporeda dopaminskih receptora u mozgu.

Vrsta receptora Anatomska lokalizacija
D1 Neostriatum, globus pallidus, hipotalamus, talamus, limbic¢ki sistem
D2 Frontalni korteks, limbi¢ki sistem, adenohipofiza, corpus striatum
D3 Neokorteks, limbicki sistem, talamus, cerebellum, substantia nigra
D4 Neokorteks, limbic¢ki sistem, adenohipofiza
D5 Frontalni korteks, hippocampus, hipotalamus, nc.mammilaris lateralis,
locus coeruelus, nc.raphe dorsalis

1.4. Dopaminska teorija nastanka shizofrenije

,Dopaminska hipoteza“ o shizofreniji proizasla je iz slucajnog otkri¢a Jean Delai-a i Pierre-a
Deniker-a 1952. godine o antipsihotickim efektima hlorpromazina, prvi put razvijenog kao predhirurski
sedativ (Delai i sar., 1952). Njihovi nalazi u psihijatrijskoj populaciji ubrzo su reprodukovani u najmanje
10 klinickih studija sprovedenih u narednim godinama (Covden i sar., 1955). Carlsson i Lindkvist su

kasnije otkrili da hlorpromazin 1 novorazvijeni antipsihoticni haloperidol povecavaju koncentraciju
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dopaminskih metabolita u mozgu misa, ne menjajuci koncentraciju dopamina, $to je dovelo do njihovog
predloga da blokada neurotransmisije dopamina ublazava psihoti¢ne simptome (Carlsson i Lindkvist,
1963). Ovo je bila osnova za formulisanje hipoteze da prekomerni prenos dopamina predstavlja glavno
obeleZje shizofrenije (Van Rossum, 1966). Primena visokih doza amfetamina moze kod normalnih
osoba proizvesti akutnu psihozu koja se ne razlikuje od paranoi¢nog podtipa shizofrenije i koja se brzo
poboljsava antipsihotickim leCenjem (Angrist i sar., 1974). S obzirom na to da je amfetamin snazan
oslobodilac kateholamina u mozgu, ovo klinicko posmatranje pruzilo je dodatnu podrsku hipotezi o
dopaminu, koja je ubrzo postala najpopularnija teorija za integraciju razliCitih bioloskih 1 klinickih
nalaza u istrazivanju shizofrenije (Meltzer 1 Stahl, 1976). Hipoteza o dopaminu u svojoj originalnoj
formulaciji bila je implicitno ograni¢ena na dopaminergicki prenos u bazalnim ganglijima, ali sadasnja
konceptualizacija povezuje pozitivne simptome shizofrenije sa prekomernim prenosom dopamina u
subkortikalnim mozdanim strukturama, posebno u strijatumu, dok negativno povezuje simptome i
kognitivne deficite sa dopaminergi¢kim oste¢enjem u prefrontalnom korteksu (Davis i sar., 1991;
Weinberger, 1987). Medutim, potkrepljivanje dopaminergickih abnormalnosti kod shizofrenije u
pocetku je bilo oteZano oskudicom neurohemijskih podataka. Postmortalne analize nisu otkrile znacajne
razlike u cerebralnim koncentracijama dopamina ili njegovih metabolita izmedu kontrola i pacijenata
koji su umirali od shizofrenije (Winblad i sar., 1979), iako su drugi pronasli povecéani nivo dopamina u
delovima striatuma (Crov i sar., 1979). lako su neke studije homogenog vezivanja sugerisale izmenjenu
ekspresiju dopaminskih receptora ili transportera, anatomski definisana autoradiografska ispitivanja
nisu otkrila takve promene u mozgu kod pacijenata (Knable i sar., 1994). Poznata upozorenja i zabune
u takvim studijama ukljucuju istoriju leCenja i znaCajna kaSnjenja nakon smrti, $to je rezultiralo
prekomernom varijabilnos¢u krajnjih neurohemijskih rezultata. In vivo studije u cerebrospinalnoj
te€nosti mogu pruZziti pouzdaniji marker centralnog prometa dopamina, uz upozorenje da glavni
dopaminski metabolit homovanilna kiselina (HVA) u lumbalnoj cerebrospinalnoj tenosti potice iz
mozdane kore i bazalnih ganglija. Bez obzira na to, podudarnost nekoliko takvih studija pokazala je
pozitivnu korelaciju izmedu nivoa HVA 1 tezine pozitivnih simptoma kod pacijenata obolelih od
shizofrenije u odnosu na zdrave kontrole (Maas i sar., 1997). Neuroendokrini izazovi predstavljaju joS
jedan kanal za sondiranje dopamina u mozgu kod obolelih od shizofrenije. U jednoj takvoj studiji,
odgovor prolaktina na agonist dopamina apomorfin bio je oslabljen u grupi neleenih pacijenata sa
shizofrenijom (Duval i sar., 2003). Drugi autori prime¢uju da su nalazi abnormalnosti u HPA osi

izmenjeni nespecificnim aspektima psihosocijalnog stresa 1 uznemirenosti (Belvederi Murri 1 sar.,
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2012). Generalno, ovakvi nalazi naglaSavaju potrebu za direktnijim metodama procene

dopaminergickog statusa u mozgu pacijenata obolelih od shizofrenije.

2. Noradrenergicki sistem

2.1. Noradrenalin kao neurotransmiter

Noradrenergicki sistem obuhvata neurone i aksone koji sadrze noradrenalin (NA), tj.
norepinefrin (NE). Sinteza NA zapocinje aminokiselinom tirozinom, kojeg neuroni dobijaju iz krvi
(Shepherd, 1994). Sinteza se vrsi ili u telu neurona ili u aksonskom terminalu. Najpre deluje enzim
tirozin hidroksilaza, te nastaje DOPA, iz koje pod dejstvom DOPA dekarboksilaze nastaje dopamin
(Rang i sar. 2003). Na njega deluje dopamin-p-dekarboksilaza, te se stvara noradrenalin. Najzad, pod
dejstvom enzima feniletanolamin N - metiltransferaze (PNMT-a) noradrenalin prelazi u adrenalin.
Inace, NA se metabolise do vanililmandeli¢ne kiseline (Gascon i sar. 2007). Noradrenergicki receptori
obuhvataju, najpre, a-receptore (a1 i 02), koji se dele na po Eetiri podtipa (a1a—0u1p i a2a— o28). Njihovi
agonisti jesu adrenalin, noradrenalin i izoproterenol, a antagonisti ergotamini (Rang i sar. 2003,
Trkulja, 2008). Metabotropni receptori a1, Koji su postsinapti¢kog tipa, nalaze se u raznim delovima
mozga, ukljucujuéi i frontalni korteks i amigdalu, pa i na neuronima drugih neurotransmiterskih
sistema (dopaminergickog, serotonergickog itd.), gde deluju stimulativno. Imaju vaznu ulogu u
regulisanju stanja budnosti, kao i autonomnih funkcija, naroc¢ito krvnog pritiska. S druge strane,
metabotropni o receptori, koji mogu biti presinapticki 1 postsinapticki, takode su difuzno rasporedeni
u CNS-u. Imaju inhibitorni efekat na neurone nekih drugih neurotransmiterskih sistema. Postoje i -
receptori (B, B2 1 B3), koji imaju iste agoniste kao i areceptori, dok im je antagonist propranolol (Rang
isar. 2003). Neki od ovih receptora su presinapticki (npr. f2), dok su drugi postsinapticki. Vezivanjem
NA za B-receptore pokreée se mehanizam sekundarnog mesindzera (G-protein i CAMP), jer su ovi
receptori metabotropnog tipa (Shepherd, 1994). Difuzno su distribuirani u neuronima CNS-a, a 32
receptori nalaze se i u glija ¢elijama. | B i a receptori nalaze se i u perifernom nervnom sistemu, kao i
u perifernim tkivima i organima, gde imaju razlicite uloge. Tako, ai-receptori vrSe vazokonstrikciju,
relaksaciju glatkih ¢elija gastrointestinalnog trakta, sekreciju pljuvacke 1 glikogenolizu. Zatim, a2-
receptori vrSe vazokonstrikciju, ali 1 inhibiciju oslobadanja raznih neurotransmitera (npr.
noradrenalina i acetilholina iz autonomnih nerava), inhibiciju oslobadanja insulina i agregaciju

trombocita. Iz druge grupe, B1-receptori povecavaju snagu i frekvencu rada srca, 32 receptori izazivaju
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vazodilataciju, bronhodilataciju, relaksaciju glatkih misi¢nih ¢elija organa i1 glikogenolizu, dok B3-

receptori vrse lipolizu.

2.2. Noradrenergicka jedra

Noradrenergicki sistem obuhvata sedam neuronskih grupa, obelezenih od A1 do A7. Grupa Al
lezi U mozdanom stablu blizu nc. ambiguus-a, a A2 grupa se nalazi u kaudalnom delu nc. tractus
solitari. Obe grupe projektuju se u hipotalamus (nc. supraopticus), gde ucestvuju u regulaciji
endokrine funkcije i kardiovaskularnog sistema. Grupa A3 obuhvata deo nc.reticularis lateralis-a
produzene mozdine. Ostale grupe noradrenergickih neurona nalaze se u ponsu. Grupa A4 pruza se uz
pedunculus cerebellaris superior. Grupa A5 lezi blizu rostralnog dela nc. facialis-a. Grupa A6 su
neuroni locus coeruleus-a, a grupa A7 nalazi se u locus subcoeruleus-u. Grupe A5 i A7 daju
descendentni snop za kicmenu mozdinu koji modulira autonomne reflekse i nociceptivnu percepciju.
Locus coeruleus (A6), mada sadrzi samo oko 10 000 neurona, ima najveéu koncentraciju
noradrenalina u mozgu (Kandel i sar. 2000). Aksoni ovih neurona daju milione ogranaka za CNS
(Shepherd, 1994). Ovo jedro Salje descendentni snop u moZzdano stablo (za odgovarajuca jedra
kranijalnih Zivaca, za retikularnu formaciju) 1 u ki¢menu mozdinu (gde inerviSe razne neurone,
ukljucujuéi i1 preganglijske parasimpaticke ¢éelije 1 “nociceptivne” neurone), kao i dorzalni snop za
mali mozak. Ascedentna grupa vlakana iz locus coeruleus-a naziva se dorzalni noradrenergicki snop.
On daje vlakna za delove mezencefalona (colliculi superiores et inferiores, regio pretectalis), za jedra
talamusa i hipotalamusa. Najveci deo snopa pruza se u sastavu “the medial forebrain bundle” koji
prolazi kroz lateralni deo hipotalamusa. Ovi aksoni zavrSavaju se u subkortikalnim limbic¢kim jedrima
(corpus amygdaloideum, regio septalis, “the basal forebrain’’), limbi¢kom korteksu (gyrus cinguli,
formatio hippocampi) i u najvec¢em delu neokorteksa, gde je nejednako rasporeden. Locus coeruleus
je vazan za odrzavanje paznje, odnosno za reagovanje na neo¢ekivane signale iz spoljne sredine Kkoji,
izmedu ostalog, mogu uzrokovati pojavu straha (Jedema i sar. 1999). ZapaZena je njegova aktivnost 1
pri naglim promenama ponasanja, kao i u stanjima stresa. Njega intenzivno aktiviraju strah, hipoksija,
hipotenzija i hiperbarija (Nelson i sar. 2006). On ucestvuje i u odrzavanju svesti i budnog stanja, zbog
¢ega je njegova aktivnost maksimalna u ovim stanjima, a gotovo da prestaje u toku spavanja.
Ascendentni aksoni iz ventrolateralnih noradrenergi¢kih grupa formiraju lateralni tegmentalni
noradrenergicki snop, koji se zavrzava u hipotalamusu (nc. supraopticus, eminentia mediana) i u

limbic¢kim strukturama (corpus amygdaloideum, hippocampus).
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Slika 6. Eferentni putevi i funkcije locus coeruleus-a (LC). LC projektuje svoje veze kroz
mozak preko tri glavna puta sa Sirokom kolateralizacijom. Uzlazni put ¢ine ventralno tegmentalno
podruc¢je (VTA) i substancija nigra (SN), bademasto telo (Amy), hipokampus (Hipp), hipotalamus
(Hip), talamus (Th), bazalni prednji mozak (BF), prefrontalni korteks i senzorni korteksi. Mali deo
vlakana odlazi do ki¢mene mozdine i ukljucen je u motorne funkcije. Disfunkcija na ovim putevima
moze dovesti do simptoma Parkinsonove bolesti. Slika je preuzeta iz publikacije : Bari BA, Chokshi
V, Schmidt K. Locus coeruleus-norepinephrine: basic functions and insights into Parkinson's disease.
Neural Regen Res. 2020 Jun;15(6):1006-1013. doi: 10.4103/1673-5374.270297.

2.3. Uloga noradrenalina u nervnom sistemu

Sa viSe od 1.2 miliona neurona locus coeruleus-a (Audet i sar.,1988) pokrece se oslobadanje
noradrenalina u Sirokom podrucju korteksa (Levit, Moore, 1978). Aktivacija LC-a se moze posmatrati
kao globalni regulator funkcije mozga, pri ¢emu verovatno postoji odredena selektivnost u
oslobadanju noradrenalina da bi se omogucilo specifi¢nije oblikovanje odgovora u mozgu. Ovakva
specificnost je povezana sa dva primarna nacina oslobadanja noradrenalina; toni¢nim i faznim

(rafalnim) ispaljivanjem iz LC. Ovi modusi su povezani sa toni¢cnom kontrolom budnosti (Berridge i
1/



sar., 2003), kao i sa faznim oslobadanjem noradrenalina koje reguli$e ponaSanje (Berridge i sar., 2003;
Herve-Minvielle i sar.,1995; Hirata i sar., 1994; Vankov i sar., 1995). lako se fazno oslobadanje moze
smatrati mehanizmom brze preorijentacije i kontrole tokom bihejvioralno relevantnih trenutaka,
noradrenalin je u stanju da optimizuje odgovore na benigne i patoloske stimuluse kontroliSuci stanje
mozga. Toni¢nim oslobadanjem noradrenalin deluje na san, paznju, stres, upale i mnoge druge
procese. Ova aktivnost pomaze da se integriSu unutrasnji fizioloski zahtevi. Kao takav, noradrenalin
ima potencijal da izmeni kortikalne odgovore kako na spore promene u fizioloskoj funkciji, tako i na
kriti¢ne trenutke ponaSanja odgovarajuc¢ih stimulusa. Da bi se ostvario ovaj efekat, noradrenergi¢ki
sistem se oslanja na diferencijalnu ekspresiju nekoliko tipova receptora i u neuronima i u ¢elijama
glije u celom CNS-u. Ova slozenost se proteze Cak i unutar prilino sli¢nih tipova celija, sa
ekspresijom u zavisnosti od mozdanog sloja, uzorka oslobadanja neurotransmitera iz neurona i drugih
naizgled manjih ¢elijskih razlika. Kroz ovu slozenost noradrenalin moze istovremeno i razli¢ito da
izazove velike promene u neuronskoj povezanosti, ishodima ponaSanja, akutnim odgovorima i drugim
promenama Sirom nervnog sistema. Efekti noradrenalina realizuju se kroz gliju, kao i kroz neurone.
Kroz ovo ciljanje, noradrenalin je u stanju da promeni bezbroj procesa, uklju¢uju¢i metabolicku
aktivnost, puferovanje glutamata i kalijuma, kao i mnostvo drugih funkcija koje se menjaju u velikim
populacijama ¢elija. Postoje studije koje pokazuju da povecanje nivoa noradrenalina smanjuje upalne
procese 1 pruza neuroprotekciju. Stimulacijom adrenergickih receptora, noradrenalin deluje na

makrofage i imunski odgovor.

3. Animalni modeli

3.1.  Definicija animalnih modela

Pod modelom bolesti podrazumevamo vise nego korisno sredstvo za ispitivanje abnormalne
neurobiologije i ponaSanja. Modeli bolesti treba da budu izvedeni iz faktora rizika ili uzro¢nika ljudskih
bolesti ili u suprotnom da pokazuju znacajan stepen neuronske ili bihejvioralne patologije koja ubedljivo
odgovara ljudskoj bolesti. Zivotinjski modeli neuropsihijatrijskih poremecaja nastali su na razli¢ite
nacine, ukljucujuéi selektivni uzgoj, genetski inzenjering, lezije mozga i manipulacije okolinom
(Gradinaru i sar, 2010). S obzirom na ove raznolike pristupe i1 izazove, korisno bi bilo da nau¢na zajednica
podeli kriterijume za procenu da li je odredeni model bolesti ,,dovoljno dobar* da opravda dalja ulaganja.

Dugogodisnji okvir postavlja tri vrste validatora: konstrukciju, lice i prediktivnu validnost. Ovaj okvir bi
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imao koristi od ve¢eg dogovora o tome kako strogo suditi o validatorima. Konstruktna (ili etioloska)
validnost (construct validity) odnosi se na relevantnost bolesti za metode pomocu kojih se konstruise
model. U idealnoj situaciji, istrazivaci bi postigli konstruktivnu validnost rekreiraju¢i na zivotinji
etioloSke procese koji uzrokuju bolest kod ljudi i na taj nacin preslikavaju neuronske i bihejvioralne
karakteristike bolesti (Chadman 1 sar., 2009). Direktan naCin da se to postigne bilo implantiranjem
poznate genetske mutacije koja uzrokuje bolest u zivotinju ili, sa neSto manje sigurnosti, ubacivanje
visoko - ali ne u potpunosti - penetrantne genetske varijante koja zna¢ajno povecava ranjivost za ljudsku
bolest. Medutim, to trenutno nije moguce za ve¢inu mentalnih bolesti, jer takvi geni koji izazivaju bolesti
nisu sa sigurnoS¢u ustanovljeni, a ve¢ina poremecaja pokazuje izuzetno slozenu genetsku arhitekturu
(Aguzzi i sar., 2008). Stavise, veéina prijavljenih genetskih asocijacija predstavljaju uobicajene varijante
malog efekta, Sto ¢ini njihovu korisnost za Zzivotinjske modele vrlo upitnom. Pored genetske
manipulacije, modeli bolesti mogu se generisati promenom ekspresije ili funkcije odredenih proteina,
biohemijskih puteva ili neuronskih krugova za koje se pretpostavlja da igraju ulogu u patogenezi bolesti.
Izazov za tumacenje takvih pristupa, u odsustvu relevantnih ljudskih genetskih dokaza, je da li
predstavljaju legitimne modele bolesti, a ne zanimljive fenokopije. Postoji vazna razlika izmedu tvrdnje
da poremecaj nekog biohemijskog puta reguliSe ponaSanje, nasuprot tvrdnji da on modelira odredeni
ljudski poremecaj sa korisnim implikacijama na patofiziologiju ili razvoj le¢enja. Validnost konstrukcije
takode se moze posti¢i izlaganjem Zivotinje dobro validiranom faktoru rizika u zivotnoj sredini ili
poznatom uzro¢niku bolesti. Primer bi bio patogeni prion koji indukuje Creutzfeldt-Jakobovu bolest kod
glodara (Aguzzi i sar., 2008). Medutim, izvan ovog direktnog slucaja, postoji mnogo prostora za
neslaganje u odabiru pragova za konstruktivnu valjanost prediktora validnosti : gotovo svi ekoloski
doprinosi mentalnim bolestima, poput stresa ili nedac¢a u detinjstvu (Green i sar, 2010), povezani su sa
viSestrukim poremecajima 1 najceS¢e normalnim ishodima.

Validnost lica (face validity) zna¢i da model rekapitulira vazne anatomske, biohemijske,
neuropatoloske ili bihejvioralne karakteristike ljudske bolesti. Kao §to je ranije reGeno, malo je
neurobioloskih abnormalnosti, za koje se sa sigurnos¢u zna da su obelezja ili biomarkeri uobic¢ajenih
mentalnih bolesti. Shodno tome, karakteristike ponasanja koje podsecaju na ljudski poremecaj 1 dalje su
potrebne da bi se postigla validnost lica. Nazalost, nije verovatno da bi bilo koji Zivotinjski model
neuropsihijatrijskog poremecaja rekapitulirao sve osobine ponaSanja uocene kod ljudi ili ¢ak da ¢ce
pojedina¢na ponasanja precizno modelirati ljudsku situaciju. Stavise, dijagnoza datog poremecaja moze

biti veoma promenljiva 1 neta¢na. Stoga Ce se istrazivanja o validnosti lica ¢esto osporavati, stavljajuci
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autorima odgovornost da iznesu eksplicitne argumente za i protiv validnosti lica u predloZzenom
zivotinjskom modelu.

Prediktivna (ili farmakoloska) validnost (predictive validity) oznacava da model reaguje na
tretmane na nacin koji predvida efekte tih tretmana na ljude. Za neuropsihijatrijske poremecaje,
prediktivna validnost je vrlo komplikovan koncept. Ciljevi glavnih klasa lekova koji lece
neuropsihijatrijske poremecaje pronadeni su post hoc proucavanjem mehanizma delovanja slu¢ajno
otkrivenih lekova (Nestler i sar, 2009). Da bi se otkrili novi lekovi, razvijeno je nekoliko bihejvioralnih
mreza koji su koristili zivotinjski nervni sistem kao crnu kutiju, sa ponasanjem kao ocitavanjem, za
otkrivanje lekova koji deluju slicno postoje¢im referentnim jedinjenjima. Ove mreze nisu razvijene kao
mehanic¢ki modeli delovanja droge, niti je pokazano da odrazavaju ni patofizioloske procese ljudskih
bolesti ni terapijski mehanizam delovanja referentnih jedinjenja. Ove mreze mozda nece otkriti
potencijalnu efikasnost jedinjenja koja su u interakciji sa razli¢itim molekularnim ciljevima. Cest
nedostatak literature je upotreba takvih mreza kao da su zasnovane na potvrdenim patofizioloskim
modelima (Nestler i sar, 2010).

Razvoj animalnih modela za proucavanje shizofrenije u proslosti je bio izuzetno tezak iz dva
primarna razloga. Pre svega, skoro svi simptomi shizofrenije su kognitivne prirode, te je razvoj istih na
animalnim modelima bio skoro nemogu¢. Iako je razvijeno nekoliko simptoma na animalnim modelima,
poput socijalnog povlacenja (Ellenbroek i sar. 2005), treba uzeti u obzir ¢injenicu da nijedan od simptoma
nije bio specifi¢an za shizofreniju. Brojni autori (Ellenbroek i Cools 1990; 1995) su diskutovali o
psiholoskim 1 psihofizioloskim merama koje se mogu koristiti za modeliranje aspekata shizofrenije, pre
svega predimpulsne inhibicije. Pacijenti sa shizofrenim poremecajima imaju smanjenje inhibicije
predimpulsa i latentne inhibicije. Treba naglasiti da poremecaji u ovim paradigmama nisu specifi¢ni za
shizofreniju.

Drugi glavni problem u razvoju animalnih modela bio je nedostatak znanja o neurobioloskoj
osnovi shizofrenije. Shodno tome, iako smo u moguénosti da merimo, na primer, inhibiciju predimpulsa
kod ljudi i1 Zivotinja identiénim metodama, nepoznato je bilo kako pravilno izazvati stanje nalik
shizofreniji (,, shizophrenia like condition ) kod pacova (Ellenbroek i sar., 1995; 2005). U proslosti se
takvo stanje izazivalo ubrizgavanjem specificnih lekova poput amfetamina i fenciklidina, koji mogu
izazvati psihoze kod ljudi i pogorsati simptome shizofrenije (Ban i sar., 1961; Connell i sar., 1958).
Nedavna otkri¢a, da poremecaji u normalnom razvoju mozga mogu izazvati shizofreniju, navela su
istrazivace da traZe razvojno srodnije animalne modele za shizofreniju. Do sada je predloZeno nekoliko

animalnih modela za istrazivanje razvojnih aspekata shizofrenije. To su :
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1. neonatalne hipokampalne lezije;
2. dugotrajna izolacija;

3.latentna inhibicija;

4.socijalna interakcija;

5.fenciklidinski model.

3.2.  Maternalna deprivacija kao animalni model

Jedan od najnovijih animalnih modela u modernom dobu neurorazvoja hipoteza o shizofreniji je
maternalna deprivacija. Maternalna deprivacija (MD) predstavlja jedan od veoma rasprostranjenih
modela stresa. Ovaj model podrazumeva rano razdvajanje mladunaca od majke na 24 ¢asa tokom prve
dve nedelje postnatalnog zivota. Termin maternalna deprivacija je fraza utemeljena davno u radu
psihijatara i psihoanalitiara. John Bowlby je sredinom proslog veka medu prvima pisao o efektima
odvajanja novorodencadi 1 male dece od majke 1 kako efekat gubitka majke utie na razvoj deteta. On je
prikupio empirijske dokaze (posle Drugog svetskog rata) koji su postojali u to vreme Sirom Evrope i
SAD iz ¢ega je zakljucio da odojce i malo dete mora imati topao, intiman i kontinuiran odnos sa majkom
kako ne bi doslo do znacajnih 1 nepovratnih mentalnih posledica za §ta je tada postojalo kontraverzno
misljenje. Ova monografija je objavljena na 14 razli¢itih jezika i prodata u vise od 400 000 primeraka
samo u engleskoj verziji (Bowlby, 1951).

lako zivotinjski modeli ne mogu da ponove ljudsku psihopatologiju u svakom detalju, oni treba
da budu pravilno zamisljeni kao eksperimentalni sistem u kojem se specificna pitanja mogu istraZiti na
nacine koje je nemoguce uciniti kod ljudi. U opStem razmatranju animalnih modela, moraju se utvrditi
protokoli za model koji je dizajniran da simulira specificne simptome, da testira odredenu etiolosku
teoriju, da studiraju temeljna ponaSanja 1 neurobiolo§ke mehanizme 1 onih ¢ija je glavna uloga da
omogu¢i klinicka istrazivanja lekova. PoSto se maternalna deprivacija smatra jednim od etioloSkih
¢inioca shizofrenije, Zivotinjski modeli nude moguc¢nost analize glavnih efekata i interakcija na
kontrolisan nacin.

U pokusaju da se razreSi misterija shizofrenije, oekuje se da ¢e animalni modeli omoguciti
davanje odgovora na pitanja ,,kada* i ,,gde* se odigravaju neuropatoloski procesi u mozgu koji se nalaze
u osnovi shizofrenije i na koji na€in zahvataju kognitivne procese. Otuda je za ocekivati da ¢e buduci
animalni modeli shizofrenije biti ,konstruisani“ posredstvom kompleksne interakcije genski
kontrolisanih neurotransmitera Sto ¢e predstavljati znaCajan pomak ka razumevanju 1 tretmanu

shizofrenije. MD kao animalni model stresa doprinosi razumevanju neuropsihijatrijskih poremecaja i
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obezbeduje obimne dokaze za ,,neurorazvojnu hipotezu® shizofrenije (Waddington i sar., 1987).
Obrazlozenje ovog modela govori o tome da rano odvajanje majke od legla snazno povecéava osetljivost
mladunaca na agoniste dopamina (poput amfetamina (Zimmerberg i sar., 1992) i smanjuje osetljivost na
antagoniste dopamina (Gallegos i sar., 1990). Pretpostavka je da rana traumatska iskustva predstavljaju
uzrok dugotrajnih promena u nervnom sistemu koje su sastavni deo etiologije brojnih psihijatrijskih
poremecaja u koje ubrajamo i shizofreniju (Llorente i sar., 2012). Ellenbroek i Cools su jos 2002. godine
definitivno pokazali da odvajanje majke od mladunaca u periodu od 24h izaziva kod mladunaca
fenotipove nalik shizofreniji. Kod zivotinja, stres u ranom zivotnom dobu, izazvan maternalnom
deprivacijom tokom kriticnog perioda razvoja, poznat je kao ,,stress hyporesponsive period (SHRP)*,
odnosno period osetljivosti na stres (Chocyk i sar., 2011). SHRP za pacove se javlja izmedu 4-0g i 14-
og postnatalnog dana. Ponavljani kratkotrajni periodi MD dovode do povecanja genske ekspresije
receptora Drd1 i Drd2 u mnogim regionima mozga kod adultnih pacova (Ploj i sar., 2003; Brenhouse i
sar.,2013; Li i sar., 2013). Medutim, relativno malo se zna o posledicama stresa u ranoj Zivotnoj dobi na
dopaminergicka jedra u periodu adolescencije i odrasle dobi. Prethodne studije su pokazale vaznu ulogu
kortikosteroida, pre svega deksametazona, ¢ija primena u prenatalnom i ranom postnatalnom periodu
oponaSa efekte stresa i dovodi od izmena u citoarhitekturi kao i broju dopaminergi¢kih neurona u
ventralnoj tegmentalnoj arei i substanciji nigri (McArthur i sar., 2005). Pored toga mikroskopske
morfometrijske studije su pokazale da rani postnatalni stres izaziva i promene u gustini neurona
limbi¢kog sistema, temporalnog i frontalnog korteksa (Arnold i1 Trojanowski, 1996) kao 1 u

nc.accumbens-u i bademastom telu (Aleksi¢ i sar, 2016) i neokorteksu i hipokampusu (Aksi¢ i sar, 2013).
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S obzirom na prethodno iznete ¢injenice postavljeni su sledeci ciljevi ove doktorske teze:

1.

2.

Ispitati uticaj MD na telesnu tezinu i koncentraciju kortikosterona u krvi u periodu adolescencije
I peridu zrelog doba.

Ispitati uticaj MD na promene u volumenu SNpc, SNpr, VTA 1 LC u stereotaksickim
koordinatama: a) Anteriorno/Posteriorna (A/P) : 4.6 —5.1 mm; b) 5.2 - 5.7 mm; ¢) 5.8 — 6.3 mm
u odnosu na kraniometrijsku tacku bregma u periodu adolescencije i zrelog doba

Ispitati uticaj maternalne deprivacije na promene u gustini i broju dopaminergickih neurona u
SNpc, SNpr, VTA 1 LC u stereotaksickim koordinatama : a) Anteriorno/Posteriorna (A/P) : 4.6
—5.1mm; b) 5.2—-5.7 mm; ¢) 5.8 - 6.3 mm u odnosu na kraniometrijsku tacku bregma u periodu

adolescencije i periodu zrelog doba.
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Doktorska disertacija je uradena na Institutu za anatomiju “Niko Miljani¢” medicinskog fakulteta
Univerziteta u Beogradu.
Disertacija je realizovana u okviru projekta Ministarstva prosvete, nauke i tehnoloskog razvoja republike

Srbije ¢iji je broj 11141020 pod rukovodstvom prof.dr Branislava Filipovica.

Eksperimentalne Zivotinje

U eksperimentima su kori§¢eni pacovi muskog pola soja Wistar dobijeni sa Instituta za bioloska

istrazivanja ,,SiniSa Stankovic¢*
Tretiranje Zivotinja

Muzjak i Cetiri zenke stari 3 meseca ¢uvani su u standardnom kavezu od pleksiglasa sa piljevinom i
12-Casovnim ciklusom svetlo/mrak u uslovima kontrolisane temperature i vlaznosti vazduha. Hrana 1
voda su bili dostupni ad libitum. Nakon dve nedelje muzjaci su uklonjeni iz kaveza, a zenke kontrolisane
radi porodaja dva puta dnevno. Dan porodaja oznacen je kao nulti postnatalni dan (PN 0). Prema
prethodno ustanovljenom protokolu, devetog postnatalnog dana (PN 9) legla su podvrgnuta maternalnoj
deprivaciji. Iz legla, koje je oznaceno kao eksperimentalna grupa, majka je uklonjena iz kaveza na period
od 24 sata, nakon ¢ega je ponovo vracena u kavez sa mladuncima desetog postnatalnog dana (PND 10).
Ovo leglo predstavljalo je grupu materalno depriviranih pacova. Iz legla, koje je oznaceno kao kontrolna
grupa, majka je odvojena na period od 15 minuta, za vreme €ega je izmerena telesna masa pacova. Ovo
leglo predstavljalo je kontrolnu grupu. Kod obe grupe, telesna masa je izmerena i devetog (PN 9) i
desetog (PN 10) postnatalnog dana. Nakon toga mladunce nismo uznemiravali, osim zbog rutinskog
¢is¢enja kaveza, do dvadeset i prvog postnatalnog dana (PN 21) kada smo izvrsili klasifikaciju prema
polu i ponovo izmerili telesnu masu. Formirane su Cetiri grupe Zivotinja koje su prac¢ene u dva termina.
Prvi termin je obuhvatio dve grupe, kontrolnu i1 eksperimentalnu koje su pracene do trideset 1 petog
postnatalnog dana (PN35). Drugi termin je obuhvatio takode kontrolnu i eksperimentalnu grupu, koje su
pracene do Sezdesetog postnatalnog dana (PN60). Za morfometrijske 1 biohemijske studije koristili smo
isklju¢ivo muzjake, kako bi izbegli seksualni dimorfizam (Woolley, 1992), jer su sve prethodne studije
izvodene na muzjacima (Vivinetto, 2013; Own, 2013). Zivotinje su Zrtvovane trideset i petog (PN35) i
Sezdesetog postnatalnog dana (PN 60). Pre zrtvovanja Zivotinjama je merena telesna tezina. Svi
eksperimenti su sprovedeni u skladu Vodi¢a za brigu i koridéenje Laboratorijskih Zivotinja NIH -

National Institute for Health.
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Priprema tkiva za imunohistohemijsko bojenje

Za ispitivanje morfoloSkih promena u dopaminergickim jedrima mozga koris¢eno je ukupno 20
zivotinja, odnosno za PN35 (n=10) — 5 kontrolnih i 5 eksperimentalnih Zivotinja i za PN60 (n=10) — 5
kontrolnih i 5 eksperimentalnih zivotinja. Duboko anestezirani pacovi (50 mg/kg, i.p.; Zoletil 50, Virbac,
Francuska) su transkardijalno perfundovani, po¢evsi sa ispiranjem krvnih sudova fizioloskim rastvorom
do obezbojavanja jetre (250 ml 0.9% NaCl), a zatim 4% rastvorom paraformaldehida u 0.1M PBS-u
(250 ml) i na kraju 10% rastvorom saharoze u 0.1M PBS-u (250 ml). Nakon transkardijalne perfuzije,
zivotinje su zrtvovane dekapitacijom, a mozgovi su po odstranjenju dure mater i krvnih sudova odmah
izolovani. Nakon toga, mozgovi su uronjeni u 4% rastvor paraformaldehida (24 sata na + 4° C) preko
no¢i. Mozgovi su potom dehidratisani u 30% rastvoru saharoze u 0.1M PBS-u, gde su ostali do
izjednacavanja osmotskog pritiska, odnosno do potonuca. Za secenje tkiva, kaudalni pol mozga je
pricvrséen za kriostatski nosa¢ koris¢enjem kriostatskog medijuma (Kilik, Italija). Ventralna povrSina
mozga je orijentisana ka se€ivu i pravljeni su serijski koronarni preseci debljine 40 um koji su za potrebe
dalje analize bili sakupljani u odgovaraju¢im vajlama (A-D). Preseci su do pocetka bojenja bili Cuvani u
antifrizu (40% rastvor etilen glikola u 0,1 M kalijum acetatu koji sadrzi 1% polivinilpirolidon (PVP 40,

Sigma, Aldrih, Nemacka) i odloZeni na temperaturi od -20° C do daljeg korigéenja.

Opsti protokol za tirozin - hidroksilaza imunohistohemijsko bojenje

Nefiksirane, slobodno plutajuée preseke smo bojili tirozin-hidroksilaza imunohistohemijskim
bojenjem. Naime, preseke smo prvo ispirali 3 puta po 5 minuta u 0,1 M PBS-u (pH=7,4), nakon ¢ega su
u trajanju od 15 min bili stavljeni u rastvor 3% vodonik peroksida i metanola u PBS-u (3% H20>
/ICH30H/PBS), sa ciljem blokiranja endogene peroksidaze. Preseci su potom ispirani 3 puta po 5 minuta
u0,1 M PBS-u (pH=7,4). Blokiranje nespecificnog vezivanja primarnog antitela vrSeno je 5% magare¢im
serumom rastvorenim u PBS-u (Sigma,Aldrih D- 9663/ PBS). Preseci su potom inkubirani primarnim
antitelom (anti — TH monoklonal At, Sigma, Aldrih, T-2928) u razmeri 10 At 1:100, nakon ¢ega su
ostavljeni na +4°C u trajanju od 48 sati. Posle inkubacije u primarnom antitelu, mozgovi su ispirani u
PBS-u 3 puta po 5 minuta. Nakon toga vrSena je inkubacija sekundarnim antitelom u trajanju od 90 min
(20 At donkey anti-maus HRP, SC-2318) u razmeri 1:50 u PBS-u. Nakon toga smo napravili DAB
soluciju (diaminobenzen u koncentraciji od 50 mg rastvoren u 100 ml PBS 1 10 ul 30%H202) u kojoj se
razvijala boja. Posle inkubacije u DAB-u, preseci su ispirani 5 min najpre u obi¢noj vodi, a potom u

destilovanoj vodi i na kraju su stavljeni u PBS. Mozgove smo free - floating metodom navlacili na
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mikroskopske plocice, koje su zatim ostavljene da se suSe preko noc¢i na sobnoj temperaturi. Sutradan,
ploc¢ice smo ispirali u trajanju od 5 min u rastu¢im koncentracijama alkohola (70%, 96%, 100%), nakon
¢ega smo ih provukli kroz ksilol kako bi se uklonile sve necisto¢e. Posle nanoSenja DPX medijuma
(Sigma, Aldrih, Nemacka) i prekrivanja plo¢ica pokrovnim staklima preseke tkiva smo spremili za dalju
analizu Olympus CH2 (Japan) mikroskopom, opremljenim kamerom (Karl Zeiss, Nemacka). Za
kvantifikaciju morfoloskih promena u ispitivanim dopaminergickim jedrima koristili smo program

Image J 1.46 (NIH, SAD).
Ispitivanje morfoloskih promena dopaminergickih jedara

Svi uzorci kontrolnih i eksperimentalih mozgova su grupisani u tri stereotaksicke koordinate (A/P
4.60 — 5.10 mm; A/P 5.20 — 5.70 mm; A/P 5.80 — 6.30 mm) u odnosu na kraniometrijsku tacku bregma
kroz celokupni rostro-kaudalni opseg SNpc, SNpr, VTA i LC. Volumen ispitivanih struktura je
aproksimativno meren prema povrsini dobijenoj u programu Image J 1.46. Sva merenja su sprovedena
obostrano u prethodno definisanim stereotaksi¢kim opsezima, nakon ¢ega je srednja vrednost leve i desne

hemisfere mozga uzeta kao finalna vrednost za statistiCku analizu.

Merenje volumena dopaminergickih jedara

VVolumeni ispitivanih jedara (Slika 7.) su mereni prema Kavalijerijevom principu prema sledecoj
formuli:
(Area 1 (leva hemisfera) + Area 2 (desna hemisfera)) / 2 * 0,04 (debljina preseka/ 1000). Sve

dobijene vrednosti su izrazene u mm?.
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Slika 7. Reprezentativni primer merenja volumena ispitivanih jedara u polovini mozga u
programu Image J. Crnim linijama su aproksimativno oznaceni volumeni sledec¢ih struktura : SN pc —
substantia nigra pars compacta; SN pr — substantia nigra pars reticulata; VTA — ventralna tegmentalna
area.

Brojanje TH+ neurona u volumenu ispitivanih dopaminergickih jedara

Broj TH+ neurona (Slika 8.) je brojan bilateralno kod kontrolnih i maternalno depriviranih
zivotinja, pri ¢emu je srednja vrednost obe hemisfere uzeta kao finalna vrednost za statisti¢ku analizu.
Sve vrednosti su predstavljene kao ukupan broj TH+ ¢elija izbrojan na stereoloskim mikrografijama u

definisanim stereotaksickim opsezima za svako ispitivano jedro.

29



¢ Imagel - X
File i’Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
B olz|o|lA4]#sAlalo|0] Qlod 4] o]#] | [»|

i brojanje TH+ neurona,jpg (75%) — (] b
1190x639 pixels; RGB; 2.9MB

+ty
i,

Slika 8. Reprezentativni prikaz brojanja TH+ neurona u ispitivanim jedrima u polovini mozga u
programu Image J. TH+ neuroni su predstavljeni kruzi¢ima u bojama na sledeci nacin : VTA — plavi

boja; SN pc — zuta boja; SN pr — bela boja.

Ispitivanje gustine TH+ neurona u dopaminergic¢kim jedrima

Procena gustine TH+ neurona je radena na mikrografijama kori§¢enjem Image Tool 1.6 i Image]
software-a u nivou popre¢nog preseka gde su najbolje vidljiva neuronska tela. Odredivanje gustine TH+
neurona je mereno prema povrsini mikrografija u ispitivanim dopaminergic¢kim jedrima. Sva merenja su
radena bilateralno, pri ¢emu je srednja vrednost obe hemisfere uzeta kao finalna vrednost za statisticku
analizu. Gustina TH+ neurona je dobijena podelom ukupnog broja TH+ neurona sa volumenom
ispitivane strukture.
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Odredivanje koncentracije kortikosterona u krvi

Iz sve Cetiri grupe Zivotinja, krv je biti uzeta punkcijom iz desne srcane pretkomore prilikom
intrakardijalne perfuzije. Posle uzimanja uzorka, krv je ostala na sobnoj temperaturi u trajanju od 60 min
da bi se stvorio koagulum. Nakon toga krv je centrifugirana u trajanju od 10 min na 2000 obrtaja sve do
dobijanja seruma. Uzorci seruma su sakupljeni u epruvete i duvani na temperaturi od -20° C do daljeg
koris¢enja. Koncentracija kortikosterona je merena u uzorcima razblazenih seruma u razmeri 1:10,
primenom komercijalno dostupnog enzimskog imunoloskog testa (EIA; EURL,Pariz, Francuska). Prema
uputstvu proizvodaca, 100 pl razblazenog seruma ili odgovarajuc¢eg standarda je dodato u antitelima
oblozene bunari¢e mikrotitarske ploce. Potom je u svaki bunari¢ mikrotitarske plo¢e dodato 100 pl
enzimskog konjugata i inkubirano u trajanju od 24h na temperaturi od + 4° C. Po zavr$enoj inkubaciji
bunari¢i su ispirani odgovaraju¢im rastvorom za ispiranje. Nakon toga u svaki bunari¢ je dodato 200 pl
enzimskog supstrata tetrametilbenzidina (TMB) 1 inkubirano 30 minuta na sobnoj temperaturi, posle ¢ega
je dodat STOP rastvor. Apsorbanca je o¢itavana na 450 nm pomocu mikrotitarskog ¢itac¢a u roku od 30
minuta od dodavanja STOP rastvora. Svi uzorci su o¢itani u duplikatu, a koncentracija kortikosterona je
izraCunata pomocu kalibracione krive dobijene na osnovu koncentracija standarda. Sve dobijene

vrednosti koncentracija kortikosterona su predstavljene u ng/ml.

Statisticka obrada

Statisticka obrada dobijenih rezultata izmedu kontrolne i eksperimantalne grupe vrSena je
pomocu programa SPSS 11.0, odgovarajuéim statistiCkim testovima, pre svega Studentovim t-testom za
dva nezavisna uzorka. Ukoliko je verovatnoca da je nulta hipoteza (,,postoji razlika izmedu posmatranih
veli¢ina®) tacna, bila jednaka ili manja od 5% (p < 0.05), razlika je smatrana za statisticki znacajnu.
Rezultati su prikazani tabelarno i grafickim stubicastim dijagramima. Grafi¢ki prikaz je uraden u

programu Excel 2010.
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1. Uticaj maternalne deprivacije na koncentraciju kortikosterona u krvi kod adolescentnih
pacova — 35 postnatalni dan i adultnih pacova — 60 postnatalni dan

Koncentracija kortikosterona je izracunata pomocu kalibracione krive dobijene na osnovu
koncentracija standarda. Sve dobijene vrednosti koncentracija kortikosterona su predstavljene u ng/ml.
Primenom studentovog t-testa za dva nezavisna uzorka u maternalno depriviranoj grupi zivotinja se
uocava statisticki znacajno povecanje koncentracije kortikosterona kod adolescentnih i adultnih pacova

(p <0.05). Dobijeni rezultati su prikazani graficki (Grafikon 1.)
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Grafikon 1. Grafi¢ki prikaz koncentracija kortikosterona u kontrolnoj i maternalno depriviranoj grupi
zivotinja. Poredenjem dve ispitivane grupe u periodu adolescencije (PN35) se uoCava povecanje
koncentracije kortikosterona u maternalno depriviranoj grupi zivotinja 1.87 x (p= 0.012). U periodu
zrelog doba (PN60) kod MD grupe Zivotinja se uocava statisticki znacajno povecanje koncentracije

kortikosterona 1.45 x (p= 0.037).

33



2. Uticaj maternalne deprivacije na telesnu teZinu Zivotinja u neonatalnom periodu — 9
postnatalni dan , juvenilnom periodu — 21 postnatalni dan , adolescentnom periodu — 35
postnatalni dan i adultnom periodu — 60 postnatalni dan

Telesna tezina zivotinja je merena pre odvajanja eksperimentalne grupe od majke, 9-09
postnatalnog dana, kao i nakon vra¢anja majke u leglo, 10- 0og postnatalnog dana. Primenom studentovog
t-testa za dva nezavisna uzorka dobijeni rezultati se nisu statisticki znacajno razlikovali (p> 0.05).
Telesna tezina zivotinja je merena i u juvenilnom, adolescentnom i adultnom periodu. Statistickom
analizom dobijenih rezultata pokazano je smanjenje telesne tezine eksperimentalnih Zivotinja u

navedenim periodima zivota (p< 0.05). Dobijeni rezultati su prikazani graficki (Grafikon 2.).
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Grafikon 2. Graficki prikaz dobijenih rezultata telesnih tezina (g) kontrolnih i eksperimentalnih Zivotinja.
Primenom studentovog t-testa za dva nezavisna uzorka uocava se statisti¢ki znac¢ajno smanjenje telesne
tezine u maternalno depriviranoj grupi Zivotinja u juvenilnom periodu 1.79 x (p= 0.00001),
adolescentnom periodu 1.30 x (p=0.011) i adultnom periodu 1.46 x (p= 0.0004). U neonatalnom periodu

analizom dobijenih rezultata nismo dobili statisticki znaCajne promene u telesnoj tezini (p> 0.05).

34



3. Dugotrajni uticaj maternalne deprivacije na volumen dopaminergic¢kih struktura kod
adolescentnih pacova — 35 postnatalni dan

3.1.Dugotrajni uticaj maternalne deprivacije na volumen pars reticulata substantiae nigrae
kod adolescentnih pacova — 35 postnatalni dan

Volumen pars reticulata substantiae nigrae je meren bilateralno kod kontrolnih i maternalno depriviranih
zivotinja. Sve vrednosti su prikazane kao srednja vrednost dve ispitivane strane mozga u odgovaraju¢im
koordinatama u odnosu na kraniometrijsku tacku bregma. Primenom studentovog t-testa za dva
nezavisna uzorka, kod maternalno depriviranih zivotinja se uocCava statisticki znaCajno povecanje

volumena (p< 0.05). Dobijeni rezultati su prikazani tabelarno (Tabela 2 — 3.) i graficki (grafikon 3.)

Tabela 2. Tabelarni prikaz dobijenih rezultata volumena pars reticulata substantiae nigre u A/P 4.60 —

5.10 mm koordinati u odnosu na bregmu kod adolescentnih pacova.

Volumen (mm?®) substantiae nigrae pars reticulata

35 postnatalni dan

A/P 4.60 —5.10 mm u odnosu na bregmu

Kontrolna grupa Zivotinja (K) MD grupa Zivotinja (MD)
K1 0.52 MD1 0.55
K2 0.35 MD2 0.69
K3 0.48 MD3 0.60
K4 0.45 MD4 0.64
K5 0.45 MD5 0.92
Srednja vrednost +SD 0.45+0.06 | Srednja vrednost +SD 0.68+0.14
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Tabela 3. Tabelarni prikaz dobijenih rezultata volumena pars reticulata substantiae nigre u A/P 5.20 —

5.70 mm koordinati u odnosu na bregmu kod adolescentnih pacova.

Volumen (mm?) substantiae nigrae pars reticulata

35 postnatalni dan

A/P 5.20 — 5.70 mm u odnosu na bregmu

Kontrolna grupa zivotinja (K) MD grupa zivotinja (MD)
K1 0.46 MD1 0.75
K2 0.46 MD2 0.70
K3 0.51 MD3 0.69
K4 0.48 MD4 0.62
K5 0.41 MD5 1.29
Srednja vrednost £SD 0.46 £0.04 | Srednja vrednost +SD 0.81 +0.27
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Grafikon 3. VVolumen pars reticulata substantiae nigrae u koordinatama A/P 4.60 — 5.10 mm i A/P 5.20
—5.70 mm. U koordinati A/P 4.60 — 5.10 mm u odnosu na kraniometrijsku tacku bregma kod MD grupe
zivotinja uocava se povecanje volumena 1.51 x (p = 0.011), dok je u istoj grupi zivotinja u koordinati
A/P 5.20 — 5.70 mm volumen povecan 1.76 x (p = 0.023). * je oznaCena statisticki znacajna razlika

izmedu dve ispitivane grupe zZivotinja.
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3.2.Dugotrajni uticaj maternalne deprivacije na volumen ventralne tegmentalne areae kod
adolescentnih pacova — 35 postnatalni dan

Volumen ventralne tegmentalne areae je meren bilateralno kod kontrolnih i maternalno
depriviranih Zivotinja. Sve vrednosti su prikazane kao srednja vrednost dve ispitivane strane mozga u
odgovaraju¢im koordinatama u odnosu na kraniometrijsku tacku bregma. Primenom studentovog t-testa
za dva nezavisna uzorka, kod maternalno depriviranih Zivotinja se uoc¢ava statisticki znacajno povecanje

volumena (p< 0.05). Dobijeni rezultati su prikazani tabelarno (Tabela 4-6) i graficki (grafikon 4.)

Tabela 4. Tabelarni prikaz dobijenih rezultata volumena ventralne tegmentalne areae u A/P 4.60 — 5.10

mm koordinati u odnosu na bregmu kod adolescentnih pacova.

Volumen (mm?) ventralne tegmentalne areae
35 postnatalni dan
A/P 4.60 —5.10 mm u odnosu na bregmu
Kontrolna grupa Zivotinja (K) MD grupa Zivotinja (MD)
K1 1.27 MD1 1.82
K2 1.05 MD2 1.80
K3 0.86 MD3 2.22
K4 1.05 MD4 1.72
K5 1.06 MD5 2.35
Srednja vrednost +SD 1.06+0.15 Srednja vrednost +SD 1.984+0.28
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Tabela 5. Tabelarni prikaz dobijenih rezultata volumena ventralne tegmentalne areae u A/P 5.20 —5.70

mm koordinati u odnosu na bregmu kod adolescentnih pacova.

Volumen (mm?) ventralne tegmentalne areae
35 postnatalni dan
A/P 5.20 — 5.70 mm u odnosu na bregmu
Kontrolna grupa zivotinja (K) MD grupa Zivotinja (MD)
K1 1.61 MD1 1.80
K2 0.93 MD?2 2.61
K3 1.11 MD3 2.12
K4 1.75 MD4 2.17
K5 0.35 MD5 3.29
Srednja vrednost £SD 1.35+0.34 Srednja vrednost +SD 2.40+0.58

Tabela 6. Tabelarni prikaz dobijenih rezultata volumena ventralne tegmentalne areae u A/P 5.80 — 6.30

mm koordinati u odnosu na bregmu kod adolescentnih pacova.

Volumen (mm?) ventralne tegmentalne areae
35 postnatalni dan
A/P 5.80 — 6.30 mm u odnosu na bregmu
Kontrolna grupa Zivotinja (K) MBD grupa Zivotinja (MD)
K1 0.54 MD1 1.27
K2 0.59 MD?2 1.06
K3 0.64 MD3 0.72
K4 0.60 MD4 0.85
K5 0.59 MD5 1.60
Srednja vrednost £SD 0.59+0.04 Srednja vrednost +SD 1.10+0.35
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Grafikon 4. Volumen ventralne tegmentalne areae u koordinatama A/P 4.60 — 5.10 mm, A/P 5.20 —5.70
mm i A/P 5.80 — 6.30 mm u odnosu na kraniometrijsku tatku bregma. Kod MD grupe Zivotinja u
koordinati A/P 4.60 — 5.10 mm uocava se povecanje volumena 1.87 x (p = 0.0001), dok je u istoj grupi
zivotinja u koordinati A/P 5.20 — 5.70 mm volumen povecéan 1.78 x (p = 0.008). U koordinati A/P 5.80
— 6.30 mm uocava se povecanje volumena u MD grupi 1.86 x (p = 0.012) * je oznaCena statisti¢ki

znacajna razlika izmedu dve ispitivane grupe zZivotinja.
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3.3.Dugotrajni uticaj maternalne deprivacije na volumen pars compacta substantiae nigrae
kod adolescentnih pacova — 35 postnatalni dan

VVolumen pars compacta substantiae nigrae je meren bilateralno kod kontrolnih i maternalno depriviranih
zivotinja. Sve vrednosti su prikazane kao srednja vrednost dve ispitivane strane mozga u odgovaraju¢im
koordinatama u odnosu na kraniometrijsku tacku bregma. Primenom studentovog t-testa za dva
nezavisna uzorka, kod maternalno depriviranih Zivotinja se uocava statisticki znaCajno povecanje

volumena (p< 0.05). Dobijeni rezultati su prikazani tabelarno (Tabela 7 —9.) i graficki (grafikon 5.).

Tabela 7. Tabelarni prikaz dobijenih rezultata volumena pars compacta substantiae nigre u A/P 4.60 —

5.10 mm koordinati u odnosu na bregmu kod adolescentnih pacova.

Volumen (mm?®) substantiae nigrae pars compacta
35 postnatalni dan
A/P 4.60 —5.10 mm u odnosu na bregmu
Kontrolna grupa Zivotinja (K) MD grupa Zivotinja (MD)
K1 0.98 MD1 1.62
K2 0.85 MD2 1.70
K3 1.18 MD3 1.59
K4 1.07 MD4 1.12
K5 1.02 MD5 2.66
Srednja vrednost +SD 1.02+0.12 Srednja vrednost +SD 1.74+0.56

40



Tabela 8. Tabelarni prikaz dobijenih rezultata volumena pars compacta substantiae nigre u A/P 5.20 —

5.70 mm koordinati u odnosu na bregmu kod adolescentnih pacova.

Volumen (mm?®) substantiae nigrae pars compacta
35 postnatalni dan
A/P 5.20 — 5.70 mm u odnosu na bregmu
Kontrolna grupa zivotinja (K) MD grupa Zivotinja (MD)
K1 1.10 MD1 1.95
K2 1.07 MD?2 1.22
K3 0.85 MD3 1.87
K4 1.07 MD4 1.75
K5 0.15 MD5 2.77
Srednja vrednost £SD 1.07+0.15 Srednja vrednost +SD 2.11+0.41

Tabela 9. Tabelarni prikaz dobijenih rezultata volumena pars compacta substantiae nigre u A/P 5.80 —

6.30 mm koordinati u odnosu na bregmu kod adolescentnih pacova.

Volumen (mm?®) substantiae nigrae pars compacta
35 postnatalni dan
A/P 5.80 — 6.30 mm u odnosu na bregmu
Kontrolna grupa zivotinja (K) MBD grupa Zivotinja (MD)
K1 0.29 MD1 0.75
K2 0.30 MD?2 0.73
K3 0.32 MD3 0.63
K4 0.30 MD4 0.75
K5 0.30 MD5 0.79
Srednja vrednost £SD 0.30+0.01 Srednja vrednost +SD 0.73+0.06

41



' SN pc - 35 PN dan

2.5 A

Volumen (mm?)

0.5 A

A/P4.60-5.10mm A/P5.20-570mm A/P5.80-6.30 mm

B Kontrolna grupa B®MD grupa

Grafikon 5. Volumen pars compacta substantiae nigrae u koordinatama A/P 4.60 — 5.10 mm, A/P 5.20 —
5.70 mm i A/P 5.80 — 6.30 mm u odnosu na kraniometrijsku tacku bregma. Kod MD grupe zivotinja u
koordinati A/P 4.60 — 5.10 mm uocava se povecanje volumena 1.71 x (p = 0.024), dok je u istoj grupi
zivotinja u koordinati A/P 5.20 — 5.70 mm volumen poveéan 1.97 x (p = 0.001). U koordinati A/P 5.80
— 6.30 mm uocava se povecanje volumena u MD grupi 2.43 x (p = 0.0001) * je oznacena statisti¢ki

znacajna razlika izmedu dve ispitivane grupe zZivotinja.
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Slika 9. Uticaj maternalne deprivacije na volumen ispitivanih dopaminergickih struktura u periodu adolescencije (PN 35).
Reprezentativni primeri Sest mikrografija polovine mozga u odgovarajuc¢im stereotaksi¢kim koordinatama : (A) 4.60 — 5.10 mm u odnosu na
bregmu; (B) 5.20 —5.70 mm u odnosu na bregmu; (C) 5.80 — 6.30 mm u odnosu na bregmu. Mikrografije ozna¢ene plavom bojom predstavljaju
kontrolnu grupu zivotinja, dok mikrografije oznacene crvenom bojom prikazuju maternalno depriviranu grupu Zivotinja (MD). Volumen
ispitivanih struktura je prikazan isprekidanim linijama. Sve mikrografije su napravljene na Olympus CH2 (Japan) mikroskopu, opremljenim
kamerom (Karl Zeiss, Nemacka) na uveli¢anju 20 x. VTA — ventralna tegmentalna area; SN pc — substantia nigra pars compacta; SN pr —

substantia nigra pars reticulata.
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4. Dugotrajni uticaj maternalne deprivacije na volumen dopaminergickih struktura kod
adultnih pacova - 60 postnatalni dan

4.1.Dugotrajni uticaj maternalne deprivacije na volumen pars reticulata substantiae nigrae
kod adultnih pacova — 60 postnatalni dan

Volumen pars reticulata substantiae nigrae je meren bilateralno kod kontrolnih i maternalno depriviranih
zivotinja. Sve vrednosti su prikazane kao srednja vrednost dve ispitivane strane mozga u odgovaraju¢im
koordinatama u odnosu na kraniometrijsku tacku bregma. Primenom studentovog t-testa za dva
nezavisna uzorka, kod maternalno depriviranih Zivotinja se uocava statisticki znacajno povecanje

volumena (p< 0.05). Dobijeni rezultati su prikazani tabelarno (Tabela 10 — 11.) i graficki (grafikon 6.)

Tabela 10. Tabelarni prikaz dobijenih rezultata volumena pars reticulata substantiae nigre u A/P 4.60 —

5.10 mm koordinati u odnosu na bregmu kod adultnih pacova.

Volumen (mm?) substantiae nigrae pars reticulata
60 postnatalni dan
A/P 4.60 —5.10 mm u odnosu na bregmu
Kontrolna grupa Zivotinja (K) MBD grupa Zivotinja (MD)
K1 0.50 MD1 0.54
K2 0.54 MD?2 0.62
K3 0.50 MD3 0.66
K4 0.51 MD4 0.60
K5 0.52 MD5 0.55
Srednja vrednost £SD 0.51+0.02 Srednja vrednost +SD 0.59 +0.05
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Tabela 11. Tabelarni prikaz dobijenih rezultata volumena pars reticulata substantiae nigre u A/P 5.20 —

5.70 mm koordinati u odnosu na bregmu kod adultnih pacova.

Volumen (mm?) substantiae nigrae pars reticulata
60 postnatalni dan
A/P 5.20 — 5.70 mm u odnosu na bregmu
Kontrolna grupa zivotinja (K) MD grupa Zivotinja (MD)
K1 0.72 MD1 0.80
K2 0.56 MD?2 0.76
K3 0.69 MD3 0.77
K4 0.76 MD4 0.82
K5 0.68 MD5 0.79
Srednja vrednost £SD 0.68+0.07 Srednja vrednost +SD 0.79+£0.02
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Grafikon 6. Volumen pars reticulata substantiae nigrae u koordinatama A/P 4.60 — 5.10 mm i A/P 5.20
—5.70 mm. U koordinati A/P 4.60 — 5.10 mm u odnosu na kraniometrijsku tacku bregma kod MD grupe
Zivotinja uocava se povecanje volumena 1.17 x (p = 0.018), dok je u istoj grupi zivotinja u koordinati
A/P 5.20 — 5.70 mm volumen povecan 1.16 x (p = 0.033). * je oznacena statisti¢ki znaCajna razlika
izmedu dve ispitivane grupe Zivotinja.
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4.2.Dugotrajni uticaj maternalne deprivacije na volumen ventralne tegmentalne areae kod
adultnih pacova — 60 postnatalni dan

Volumen ventralne tegmentalne areae je meren bilateralno kod kontrolnih i maternalno depriviranih
zivotinja. Sve vrednosti su prikazane kao srednja vrednost dve ispitivane strane mozga u odgovaraju¢im
koordinatama u odnosu na kraniometrijsku tatku bregma. Primenom studentovog t-testa za dva
nezavisna uzorka, kod maternalno depriviranih Zivotinja se uocava statisticki znacajno povecanje

volumena (p< 0.05). Dobijeni rezultati su prikazani tabelarno (Tabela 12 — 14.) 1 graficki (grafikon 7.)

Tabela 12. Tabelarni prikaz dobijenih rezultata volumena ventralne tegmentalne areae u A/P 4.60 —

5.10 mm koordinati u odnosu na bregmu kod adultnih pacova.

Volumen (mm?) ventralne tegmentalne areae
60 postnatalni dan
A/P 4.60 —5.10 mm u odnosu na bregmu
Kontrolna grupa Zivotinja (K) MD grupa Zivotinja (MD)
K1 1.17 MD1 1.84
K2 1.25 MD2 2.01
K3 1.26 MD3 2.27
K4 1.23 MD4 2.04
K5 1.23 MD5 2.44
Srednja vrednost £SD 1.23+0.03 Srednja vrednost £SD 2.12+0.24
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Tabela 13. Tabelarni prikaz dobijenih rezultata volumena ventralne tegmentalne areae u A/P 5.20 —

5.70 mm koordinati u odnosu na bregmu kod adultnih pacova.

Volumen (mm?) ventralne tegmentalne areae
60 postnatalni dan
A/P 5.20 — 5.70 mm u odnosu na bregmu
Kontrolna grupa zivotinja (K) MD grupa zivotinja (MD)
K1 1.69 MD1 2.66
K2 1.64 MD?2 2.65
K3 1.61 MD3 2.25
K4 1.81 MD4 2.45
K5 1.69 MD5 2.15
Srednja vrednost £SD 1.69+0.08 Srednja vrednost +SD 2.43+0.23

Tabela 14. Tabelarni prikaz dobijenih rezultata volumena ventralne tegmentalne areae u A/P 5.80 —

6.30 mm koordinati u odnosu na bregmu kod adultnih pacova.

Volumen (mm?) ventralne tegmentalne areae
60 postnatalni dan
A/P 5.80 — 6.30 mm u odnosu na bregmu
Kontrolna grupa zZivotinja (K) MD grupa Zivotinja (MD)
K1 1.38 MD1 1.70
K2 1.39 MD2 1.47
K3 1.38 MD3 1.94
K4 1.56 MD4 1.89
K5 1.42 MD5 1.75
Srednja vrednost £SD 1.43+0.08 Srednja vrednost +SD 1.75+0.18

47



31 VTA - 60 PN dan
*

1.5 A

Volumen (mm3)

A/P4.60-510mm A/P5.20-570mm A/P 5.80-6.30 mm

B Kontrolna grupa @ MD grupa

Grafikon 7. Volumen ventralne tegmentalne areae u koordinatama A/P 4.60 — 5.10 mm, A/P 5.20 —5.70
mm i A/P 5.80 — 6.30 mm u odnosu na kraniometrijsku tatku bregma. Kod MD grupe zivotinja u
koordinati A/P 4.60 — 5.10 mm uocava se povecanje volumena 1.72 x (p = 0.0001), dok je u istoj grupi
zivotinja u koordinati A/P 5.20 — 5.70 mm volumen povecan 1.44 x (p = 0.001). U koordinati A/P 5.80
— 6.30 mm uocava se povecanje volumena u MD grupi 1.22 x (p = 0.016) * je oznacena statisticki

znacajna razlika izmedu dve ispitivane grupe Zivotinja.
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4.3.Dugotrajni uticaj maternalne deprivacije na volumen pars compacta substantiae nigrae
kod adultnih pacova — 60 postnatalni dan

VVolumen pars compacta substantiae nigrae je meren bilateralno kod kontrolnih i maternalno depriviranih
zivotinja. Sve vrednosti su prikazane kao srednja vrednost dve ispitivane strane mozga u odgovaraju¢im
koordinatama u odnosu na kraniometrijsku tacku bregma. Primenom studentovog t-testa za dva
nezavisna uzorka, kod maternalno depriviranih Zivotinja se uocava statisticki znacajno povecanje

volumena (p< 0.05). Dobijeni rezultati su prikazani tabelarno (Tabela 15- 17) i graficki (grafikon 8.)

Tabela 15. Tabelarni prikaz dobijenih rezultata volumena pars compacta substantiae nigre u A/P 4.60 —

5.10 mm koordinati u odnosu na bregmu kod adultnih pacova.

Volumen (mm?®) substantiae nigrae pars compacta
60 postnatalni dan
A/P 4.60 —5.10 mm u odnosu na bregmu
Kontrolna grupa Zivotinja (K) MD grupa Zivotinja (MD)
K1 1.30 MD1 2.00
K2 1.37 MD?2 1.78
K3 1.45 MD3 1.69
K4 1.37 MD4 2.07
K5 1.38 MD5 1.59
Srednja vrednost £SD 1.37+0.05 Srednja vrednost £SD 1.83+0.20
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Tabela 16. Tabelarni prikaz dobijenih rezultata volumena pars compacta substantiae nigre u A/P 5.20 —

5.70 mm koordinati u odnosu na bregmu kod adultnih pacova .

Volumen (mm?®) substantiae nigrae pars compacta
60 postnatalni dan
A/P 5.20 — 5.70 mm u odnosu na bregmu
Kontrolna grupa zivotinja (K) MD grupa Zivotinja (MD)
K1 1.54 MD1 1.97
K2 1.83 MD?2 1.96
K3 1.46 MD3 1.97
K4 1.62 MD4 2.14
K5 1.61 MD5 2.07
Srednja vrednost £SD 1.61+0.14 | Srednja vrednost +SD 2.02+0.08

Tabela 17. Tabelarni prikaz dobijenih rezultata volumena pars compacta substantiae nigre u A/P 5.80 —

6.30 mm koordinati u odnosu na bregmu kod adultnih pacova.

Volumen (mm?®) substantiae nigrae pars compacta
60 postnatalni dan
A/P 5.80 — 6.30 mm u odnosu na bregmu
Kontrolna grupa Zivotinja (K) MD grupa zZivotinja (MD)
K1 1.59 MD1 1.56
K2 1.34 MD?2 1.40
K3 1.39 MD3 2.22
K4 1.22 MD4 1.89
K5 1.39 MD5 1.82
Srednja vrednost £SD 1.39+0.13 Srednja vrednost +SD 1.78+0.32
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Grafikon 8. Volumen pars compacta substantiae nigrae u koordinatama A/P 4.60 —5.10 mm, A/P 5.20 —
5.70 mm i A/P 5.80 — 6.30 mm u odnosu na kraniometrijsku tatku bregma. Kod MD grupe Zivotinja u
koordinati A/P 4.60 — 5.10 mm uocava se povecanje volumena 1.34 x (p = 0.004), dok je u istoj grupi
zivotinja u koordinati A/P 5.20 — 5.70 mm volumen poveéan 1.25 x (p = 0.001). U koordinati A/P 5.80
—6.30 mm uocava se povecanje volumena u MD grupi 1.28 x (p=0.05) * je oznacena statisti¢ki znacajna

razlika izmedu dve ispitivane grupe Zivotinja.
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A A/P 4.60 - 5.10 mm u odnosu na bregmu B A/P 5.20 - 5.70 mm u odnosu na bregmu

C A/P 5.80 - 6.30 mm u odnosu na bregmu
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kontrolna grupa
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kontrolna grupa

kontrolna grupa MD grupa MD grupa
Slika 10. Uticaj maternalne deprivacije na volumen ispitivanih dopaminergickih struktura u adultnom periodu (PN 60). Reprezentativni
primeri Sest mikrografija polovine mozga u odgovarajuc¢im stereotaksi¢kim koordinatama : (A) 4.60 —5.10 mm u odnosu na bregmu; (B) 5.20
—5.70 mm u odnosu na bregmu; (C) 5.80 — 6.30 mm u odnosu na bregmu. Mikrografije ozna¢ene plavom bojom predstavljaju kontrolnu grupu
zivotinja, dok mikrografije oznacene crvenom bojom prikazuju maternalno depriviranu grupu zivotinja (MD). Volumen ispitivanih struktura
je prikazan isprekidanim linijama. Sve mikrografije su napravljene na Olympus CH2 (Japan) mikroskopu, opremljenim kamerom (Karl Zeiss,
Nemacka) na uvelicanju 20 x. VTA — ventralna tegmentalna area; SN pc — substantia nigra pars compacta; SN pr — substantia nigra pars

reticulata.
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5. Dugotrajni uticaj maternalne deprivacije na ukupni broj TH+ neurona u
dopaminergi¢kim strukturama kod adolescentnih pacova — 35 postnatalni dan

5.1.Dugotrajni uticaj maternalne deprivacije na ukupni broj TH+ neurona u pars reticulata
substantiae nigrae kod adolescentnih pacova — 35 postnatalni dan

Broj TH+ neurona pars reticulata substantiae nigrae je brojan bilateralno kod kontrolnih i
maternalno depriviranih Zivotinja. Sve vrednosti su prikazane kao srednja vrednost obe strane mozga u
odgovaraju¢im koordinatama u odnosu na kraniometrijsku tacku bregma. Primenom studentovog t-testa
za dva nezavisna uzorka, kod maternalno depriviranih Zivotinja se uo€ava statisticki znacajno povecanje
broja TH+ neurona (p< 0.05). Dobijeni rezultati su prikazani tabelarno (Tabela 18-19.) i graficki
(grafikon 9.)

Tabela 18. Tabelarni prikaz dobijenih brojeva TH+ neurona u pars reticulata substantiae nigre u A/P 4.60

—5.10 mm koordinati u odnosu na bregmu kod adolescentnih pacova.

Broj TH+ neurona u substantia nigra pars reticulata

35 postnatalni dan

A/P 4.60 —5.10 mm u odnosu na bregmu

Kontrolna grupa Zivotinja (K) MD grupa Zivotinja (MD)
K1 24 MD1 24.5
K2 19 MD2 31.5
K3 10.5 MD3 28.5
K4 19 MD4 29.5
K5 13.5 MD5 29
Srednja vrednost £SD 17.20+5.27 | Srednja vrednost +SD 28.60+2.56
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Tabela 19. Tabelarni prikaz dobijenih brojeva TH+ neurona u pars reticulata substantiae nigre u A/P 5.20

—5.70 mm koordinati u odnosu na bregmu kod adolescentnih pacova.

Broj TH+ neurona u substantia nigra pars reticulata

35 postnatalni dan

A/P 5.20 — 5.70 mm u odnosu na bregmu

Kontrolna grupa zivotinja (K) MD grupa Zivotinja (MD)
K1 15 MD1 29.5
K2 15 MD2 355
K3 28 MD3 38.5
K4 24 MD4 25
K5 16.5 MD5 43.5
Srednja vrednost £SD | 19.70 £5.95 | Srednja vrednost £SD 34.40+7.30
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Broj TH + neurona (ukupni broj)
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A/P 4.60 - 5.10 mm A/P 5.20 - 5.70 mm

B Kontrolna grupa EMD grupa

Grafikon 9. Prikaz srednje vrednosti broja TH+ neurona pars reticulata substantiae nigrae u koordinatama
A/P 4.60-5.10 mm i A/P5.20—-5.70 mm. U koordinati A/P 4.60—5.10 mm u odnosu na kraniometrijsku
taCku bregma kod MD grupe zivotinja uo¢ava se povecanje broja TH+ neurona 1.66 x (p = 0.002), dok
je u istoj grupi zZivotinja u koordinati A/P 5.20 — 5.70 mm broj TH+ neurona povecan 1.75 x (p = 0.008).
* je oznacena statisticki znacajna razlika izmedu dve ispitivane grupe Zivotinja.
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5.2.Dugotrajni uticaj maternalne deprivacije na ukupni broj TH+ neurona u ventralnoj
tegmentalnoj arei kod adolescentnih pacova — 35 postnatalni dan

Broj TH+ neurona ventralne tegmentalne areae je brojan bilateralno kod kontrolnih i maternalno
depriviranih Zivotinja. Sve vrednosti su prikazane kao srednja vrednost obe strane mozga u
odgovaraju¢im koordinatama u odnosu na kraniometrijsku tacku bregma. Primenom studentovog t-testa
za dva nezavisna uzorka, kod maternalno depriviranih Zivotinja se uocava statisti¢ki znacajno povecanje
broja TH+ neurona (p< 0.05). Dobijeni rezultati su prikazani tabelarno (Tabela 20 — 22.) i graficki
(grafikon 10.)

Tabela 20. Tabelarni prikaz dobijenih brojeva TH+ neurona u ventralnoj tegmentalnoj arei u A/P 4.60 —

5.10 mm koordinati u odnosu na bregmu kod adolescentnih pacova.

Broj TH+ neurona u ventralnoj tegmentalnoj arei

35 postnatalni dan

A/P 4.60 —5.10 mm u odnosu na bregmu

Kontrolna grupa zivotinja (K) MD grupa zivotinja (MD)
K1 85.5 MD1 117.5
K2 87.5 MD2 140.5
K3 62 MD3 106
K4 64 MD4 109.5
K5 44.5 MD5 115.5
Srednja vrednost £SD | 68.70+17.95 | Srednja vrednost £SD 117.80+13.50
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Tabela 21. Tabelarni prikaz dobijenih brojeva TH+ neurona u ventralnoj tegmentalnoj arei u A/P 5.20 —

5.70 mm koordinati u odnosu na bregmu kod adolescentnih pacova.

Broj TH+ neurona u ventralnoj tegmentalnoj arei

35 postnatalni dan

A/P 5.20 — 5.70 mm u odnosu na bregmu

Kontrolna grupa zivotinja (K) MD grupa Zivotinja (MD)
K1 79.5 MD1 107
K2 79.5 MD2 123
K3 65 MD3 111
K4 79.5 MD4 86
K5 94 MD5 128.5
Srednja vrednost £SD | 79.50 £10.25 | Srednja vrednost £SD 111.10+16.52

Tabela 22. Tabelarni prikaz dobijenih brojeva TH+ neurona u ventralnoj tegmentalnoj arei u A/P 5.80 —
6.30 mm koordinati u odnosu na bregmu kod adolescentnih pacova.

Broj TH+ neurona u ventralnoj tegmentalnoj arei

35 postnatalni dan

A/P 5.80 — 6.30 mm u odnosu na bregmu

Kontrolna grupa zivotinja (K) MBD grupa Zivotinja (MD)
K1 40 MD1 66.5
K2 45 MD2 67.5
K3 40.5 MD3 57
K4 45.5 MD4 73.5
K5 385 MD5 87
Srednja vrednost £SD | 41.90+£3.15 | Srednja vrednost £SD 70.30 £11.05
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Grafikon 10. Prikaz srednje vrednosti broja TH+ neurona u VTA u koordinatama A/P 4.60 — 5.10 mm,
A/P 5.20 — 5.70 mm i A/P 5.80 — 6.30 mm u odnosu na kraniometrijsku tacku bregma. Kod MD grupe
zivotinja u koordinati A/P 4.60 — 5.10 mm uocava se povecanje broja TH+ neurona 1.71 x (p = 0.001),
dok je u istoj grupi zivotinja u koordinati A/P 5.20 — 5.70 mm broj TH+ neurona povecan 1.40 x (p =
0.007). U koordinati A/P 5.80 — 6.30 mm uocava se povecanje broja TH+ neurona u MD grupi 1.68 x (p

=0.001) * je oznaCena statisticki znacajna razlika izmedu dve ispitivane grupe zZivotinja.
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5.3.Dugotrajni uticaj maternalne deprivacije na ukupni broj TH+ neurona u pars compacta
substantiae nigrae kod adolescentnih pacova — 35 postnatalni dan

Broj TH+ neurona pars compacta substantiae nigrae je brojan bilateralno kod kontrolnih i
maternalno depriviranih zivotinja. Sve vrednosti su prikazane kao srednja vrednost obe strane mozga u
odgovaraju¢im koordinatama u odnosu na kraniometrijsku tacku bregma. Primenom studentovog t-testa
za dva nezavisna uzorka, kod maternalno depriviranih zivotinja se uocava statisticki znacajno povecéanje
broja TH+ neurona (p< 0.05). Dobijeni rezultati su prikazani tabelarno (Tabela 23 -25.) i graficki
(grafikon 11.)

Tabela 23. Tabelarni prikaz dobijenih brojeva TH+ neurona u pars compacta substantiae nigrae u A/P
4.60 — 5.10 mm koordinati u odnosu na bregmu kod adolescentnih pacova.

Broj TH+ neurona u substantia nigra pars compacta

35 postnatalni dan

A/P 4.60 —5.10 mm u odnosu na bregmu

Kontrolna grupa zivotinja (K) MD grupa zivotinja (MD)
K1 80 MD1 106.5
K2 83.5 MD2 120
K3 103 MD3 915
K4 46.5 MD4 110.5
K5 68 MD5 134
Srednja vrednost £SD | 76.20+20.83 | Srednja vrednost £SD 112.50+15.81
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Tabela 24. Tabelarni prikaz dobijenih brojeva TH+ neurona u pars compacta substantiae nigrae u A/P

5.20 — 5.70 mm koordinati u odnosu na bregmu kod adolescentnih pacova.

Broj TH+ neurona u substantia nigra pars compacta

35 postnatalni dan

A/P 5.20 — 5.70 mm u odnosu na bregmu

Kontrolna grupa zivotinja (K) MD grupa Zivotinja (MD)
K1 81 MD1 105.5
K2 95 MD2 146.5
K3 82 MD3 1145
K4 95 MD4 114
K5 88.5 MD5 130
Srednja vrednost £SD 88.30+6.76 | Srednja vrednost +SD 122.10+16.25

Tabela 25. Tabelarni prikaz dobijenih brojeva TH+ neurona u pars compacta substantiae nigrae u A/P

5.80 — 6.30 mm koordinati u odnosu na bregmu kod adolescentnih pacova.

Broj TH+ neurona u substantia nigra pars compacta
35 postnatalni dan

A/P 5.80 — 6.30 mm u odnosu na bregmu

Kontrolna grupa zivotinja (K) MD grupa Zivotinja (MD)
K1 33 MD1 83.5
K2 335 MD2 89
K3 38 MD3 67
K4 385 MD4 81.5
K5 65 MD5 85
Srednja vrednost £SD | 41.60 +13.32 | Srednja vrednost £SD 81.20+8.40
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Grafikon 11. Prikaz srednje vrednosti broja TH+ neurona u pars compacta substantie nigrae u
koordinatama A/P 4.60 — 5.10 mm, A/P 5.20 — 5.70 mm i A/P 5.80 — 6.30 mm u odnosu na
kraniometrijsku tacku bregma. Kod MD grupe Zivotinja u koordinati A/P 4.60 — 5.10 mm uocava se
povecanje broja TH+ neurona 1.48 x (p = 0.015), dok je u istoj grupi Zivotinja u koordinati A/P 5.20 —
5.70 mm broj TH+ neurona poveéan 1.38 x (p = 0.003). U koordinati A/P 5.80 — 6.30 mm uocava se
povecanje broja TH+ neurona u MD grupi 1.95 x (p = 0.001) * je oznaclena statisticki znacajna razlika

izmedu dve ispitivane grupe zivotinja.
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A/P 4.60 - 5.10 mm u odnosu na bregmu
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Slika 11. Uticaj maternalne deprivacije na ukupan broj TH+ neurona u ispitivanim
dopaminergickm strukturama u periodu adolescencije (PN 35). Reprezentativni primeri Cetiri
mikrografije polovine mozga u stereotaksi¢koj koordinati A/P 4.60 — 5.10 mm u odnosu na bregmu.
(A,C) Crnim strelicama su oznacena tela neurona ventralne tegmentalne areae; (B,D) Crnim strelicama
su oznacena tela neurona pars compacta i pars reticulata substantiae nigrae. Mikrografije oznacene
plavom bojom predstavljaju kontrolnu grupu Zivotinja, dok mikrografije oznafene crvenom bojom
prikazuju maternalno depriviranu grupu zivotinja (MD). Sve mikrografije su napravljene na Olympus

CH2 (Japan) mikroskopu, opremljenim kamerom (Karl Zeiss, Nemacka) na uveli¢anju 20 x.

61



A/P 5.20 - 5.70 mm u odnosu na bregmu

kontrolna grupa MD grupa

Slika 12. Uticaj maternalne deprivacije na ukupan broj TH+ neurona u ispitivanim
dopaminergickm strukturama u periodu adolescencije (PN 35). Reprezentativni primeri Cetiri
mikrografije polovine mozga u stereotaksi¢koj koordinati A/P 5.20 — 5.70 mm u odnosu na bregmu.
(A,C) Crnim strelicama su oznacena tela neurona ventralne tegmentalne areae; (B,D) Crnim strelicama
su oznacena tela neurona pars compacta i pars reticulata substantiae nigrae. Mikrografije oznacene
plavom bojom predstavljaju kontrolnu grupu Zivotinja, dok mikrografije oznafene crvenom bojom
prikazuju maternalno depriviranu grupu zivotinja (MD). Sve mikrografije su napravljene na Olympus

CH2 (Japan) mikroskopu, opremljenim kamerom (Karl Zeiss, Nemacka) na uveli¢anju 20 X.
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A/P 5.80 - 6.30 mm u odnosu na bregmu

kontrolna grupa MD grupa

Slika 13. Uticaj maternalne deprivacije na ukupan broj TH+ neurona u ispitivanim
dopaminergiCckm strukturama u periodu adolescencije (PN 35). Reprezentativni primeri cetiri
mikrografije polovine mozga u stereotaksi¢koj koordinati A/P 5.80 — 6.30 mm u odnosu na bregmu.
(A,C) Crnim strelicama su oznacena tela neurona ventralne tegmentalne areae; (B,D) Crnim strelicama
su oznaCena tela neurona pars compacta substantiae nigrae. Mikrografije oznacene plavom bojom
predstavljaju kontrolnu grupu zivotinja, dok mikrografije oznacene crvenom bojom prikazuju
maternalno depriviranu grupu Zivotinja (MD). Sve mikrografije su napravljene na Olympus CH2 (Japan)

mikroskopu, opremljenim kamerom (Karl Zeiss, Nemacka) na uveli¢anju 20 x.
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6. Dugotrajni uticaj maternalne deprivacije na ukupni broj TH+ neurona u
dopaminergi¢kim strukturama kod adultnih pacova — 60 postnatalni dan

6.1.Dugotrajni uticaj maternalne deprivacije na ukupni broj TH+ neurona u pars reticulata
substantiae nigrae kod adultnih pacova — 60 postnatalni dan

Broj TH+ neurona pars reticulata substantiae nigrae je brojan bilateralno kod kontrolnih i
maternalno depriviranih Zivotinja. Sve vrednosti su prikazane kao srednja vrednost obe strane mozga u
odgovarajuc¢im koordinatama u odnosu na kraniometrijsku tacku bregma. Primenom studentovog t-testa
za dva nezavisna uzorka, kod maternalno depriviranih Zivotinja se uoc¢ava statisticki znacajno povecanje
broja TH+ neurona (p< 0.05). Dobijeni rezultati su prikazani tabelarno (Tabela 26 - 27) 1 graficki
(grafikon 12.)

Tabela 26. Tabelarni prikaz dobijenih brojeva TH+ neurona u pars reticulata substantiae nigre u A/P 4.60

—5.10 mm koordinati u odnosu na bregmu kod adultnih pacova.

Broj TH+ neurona u substantia nigra pars reticulata

60 postnatalni dan

A/P 4.60 —5.10 mm u odnosu na bregmu

Kontrolna grupa zZivotinja (K) MD grupa Zivotinja (MD)
K1 20.50 MD1 28.00
K2 15.00 MD2 32.00
K3 11.50 MD3 25.50
K4 13.50 MD4 29.00
K5 15.50 MD5 29.00
Srednja vrednost +SD 15.20+£3.35 | Srednja vrednost +SD 28.70+2.33
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Tabela 27. Tabelarni prikaz dobijenih brojeva TH+ neurona u pars reticulata substantiae nigre u A/P 5.20

—5.70 mm koordinati u odnosu na bregmu kod adultnih pacova.

Broj TH+ neurona u substantia nigra pars reticulata

60 postnatalni dan

A/P 5.20 — 5.70 mm u odnosu na bregmu

Kontrolna grupa zivotinja (K) MD grupa Zivotinja (MD)
K1 19.00 MD1 35.00
K2 17.50 MD2 30.00
K3 26.50 MD3 33.50
K4 20.00 MD4 22.50
K5 21.00 MD5 30.50
Srednja vrednost £SD | 20.80+3.44 | Srednja vrednost £SD 30.30+4.83
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Grafikon 12. Prikaz srednje vrednosti broja TH+ neurona pars reticulata substantiae nigrae u
koordinatama A/P 4.60 — 5.10 mm i A/P 5.20 — 5.70 mm. U koordinati A/P 4.60 — 5.10 mm u odnosu
na kraniometrijsku tacku bregma kod MD grupe zZivotinja uocava se povecanje broja TH+ neurona 1.89
X (p=0.001), dok je u istoj grupi Zivotinja u koordinati A/P 5.20 —5.70 broj TH+ neurona povecan 1.46

x (p =0.032). * je oznaCena statisticki znacajna razlika izmedu dve ispitivane grupe Zivotinja.
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6.2.Dugotrajni uticaj maternalne deprivacije na ukupni broj TH+ neurona u ventralnoj
tegmentalnoj arei kod adultnih pacova — 60 postnatalni dan

Broj TH+ neurona ventralne tegmentalne areae je brojan bilateralno kod kontrolnih i maternalno
depriviranih Zivotinja. Sve vrednosti su prikazane kao srednja vrednost obe strane mozga u
odgovaraju¢im koordinatama u odnosu na kraniometrijsku tacku bregma. Primenom studentovog t-testa
za dva nezavisna uzorka, kod maternalno depriviranih zivotinja se uocava statisticki znac¢ajno povecanje
broja TH+ neurona (p< 0.05). Dobijeni rezultati su prikazani tabelarno (Tabela 28 — 30.) i graficki
(grafikon 13.)

Tabela 28. Tabelarni prikaz dobijenih brojeva TH+ neurona u ventralnoj tegmentalnoj arei u A/P 4.60 —
5.10 mm koordinati u odnosu na bregmu kod adultnih pacova.

Broj TH+ neurona u ventralnoj tegmentalnoj arei

60 postnatalni dan

A/P 4.60 —5.10 mm u odnosu na bregmu

Kontrolna grupa zivotinja (K) MD grupa zivotinja (MD)
K1 62.50 MD1 126.00
K2 61.00 MD2 119.50
K3 79.00 MD3 111.00
K4 74.50 MD4 141.00
K5 69.50 MD5 124.50
Srednja vrednost £SD 69.30+7.69 | Srednja vrednost +SD 124.40+10.97

66



Tabela 29. Tabelarni prikaz dobijenih brojeva TH+ neurona u ventralnoj tegmentalnoj arei u A/P 5.20 —

5.70 mm koordinati u odnosu na bregmu kod adultnih pacova.

Broj TH+ neurona u ventralnoj tegmentalnoj arei

60 postnatalni dan

A/P 5.20 — 5.70 mm u odnosu na bregmu

Kontrolna grupa zivotinja (K) MD grupa Zivotinja (MD)
K1 73.00 MD1 95.50
K2 69.50 MD2 114.50
K3 79.50 MD3 95.00
K4 78.50 MD4 110.00
K5 75.50 MD5 104.00
Srednja vrednost £SD 75.20+4.09 | Srednja vrednost +SD 103.80+8.65

Tabela 30. Tabelarni prikaz dobijenih brojeva TH+ neurona u ventralnoj tegmentalnoj arei u A/P 5.80 —

6.30 mm koordinati u odnosu na bregmu kod adultnih pacova.

Broj TH+ neurona u ventralnoj tegmentalnoj arei

60 postnatalni dan

A/P 5.80 — 6.30 mm u odnosu na bregmu

Kontrolna grupa zZivotinja (K) MD grupa Zivotinja (MD)
K1 43.50 MD1 73.00
K2 40.50 MD2 80.50
K3 30.50 MD3 40.50
K4 34.00 MD4 84.00
K5 37.50 MD5 70.00
Srednja vrednost £SD | 37.20+£5.14 | Srednja vrednost £SD 69.60+17.21

67



_ 150 VTA - 60 PN dan
=140 *

*

A/P 4.60 - 5.10 mm A/P 5.20 - 5.70 mm A/P 5.80 - 6.30 mm

B Kontrolna grupa ®MD grupa

Grafikon 13. Prikaz srednje vrednosti broja TH+ neurona u VTA u koordinatama A/P 4.60 — 5.10 mm,
A/P 5.20 — 5.70 mm i A/P 5.80 — 6.30 mm u odnosu na kraniometrijsku tacku bregma. Kod MD grupe
zivotinja u koordinati A/P 4.60 — 5.10 mm uocava se povecanje broja TH+ neurona 1.79 x (p = 0.002),
dok je u istoj grupi zivotinja u koordinati A/P 5.20 — 5.70 mm broj TH+ neurona povecan 1.38 x (p =
0.0001). U koordinati A/P 5.80 — 6.30 mm uoc¢ava se poveéanje broja TH+ neurona u MD grupi 1.87 x

(p=0.021) * je oznaCena statisticki znacajna razlika izmedu dve ispitivane grupe Zivotinja.
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6.3.Dugotrajni uticaj maternalne deprivacije na ukupni broj TH+ neurona u pars compacta
substantiae nigrae kod adultnih pacova — 60 postnatalni dan

Broj TH+ neurona pars compacta substantiae nigrae je brojan bilateralno kod kontrolnih i
maternalno depriviranih Zivotinja. Sve vrednosti su prikazane kao srednja vrednost obe strane mozga u
odgovarajuc¢im koordinatama u odnosu na kraniometrijsku tacku bregma. Primenom studentovog t-testa
za dva nezavisna uzorka, kod maternalno depriviranih Zivotinja se uocava statisti¢ki znacajno povecanje
broja TH+ neurona (p< 0.05). Dobijeni rezultati su prikazani tabelarno (Tabela 31 — 33.) i graficki
(grafikon 14.)

Tabela 31. Tabelarni prikaz dobijenih brojeva TH+ neurona u pars compacta substantiae nigrae u A/P
4.60 — 5.10 mm koordinati u odnosu na bregmu kod adultnih pacova.

Broj TH+ neurona u substantia nigra pars compacta

60 postnatalni dan

A/P 4.60 —5.10 mm u odnosu na bregmu

Kontrolna grupa zivotinja (K) MD grupa zivotinja (MD)
K1 83.00 MD1 104.00
K2 70.50 MD2 122.00
K3 97.50 MD3 100.50
K4 83.00 MD4 112.50
K5 84.00 MD5 110.00
Srednja vrednost £SD 83.60+9.56 | Srednja vrednost +SD 109.80+8.31
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Tabela 32. Tabelarni prikaz dobijenih brojeva TH+ neurona u pars compacta substantiae nigrae u A/P

5.20 — 5.70 mm koordinati u odnosu na bregmu kod adultnih pacova.

Broj TH+ neurona u substantia nigra pars compacta

60 postnatalni dan

A/P 5.20 — 5.70 mm u odnosu na bregmu

Kontrolna grupa zivotinja (K) MD grupa Zivotinja (MD)
K1 68.50 MD1 112.00
K2 96.00 MD2 117.50
K3 72.50 MD3 127.50
K4 86.00 MD4 93.00
K5 81.00 MD5 112.50
Srednja vrednost £SD | 80.80+10.94 | Srednja vrednost £SD 112.50+12.55

Tabela 33. Tabelarni prikaz dobijenih brojeva TH+ neurona u pars compacta substantiae nigrae u A/P

5.80 — 6.30 mm koordinati u odnosu na bregmu kod adultnih pacova.

Broj TH+ neurona u substantia nigra pars compacta

60 postnatalni dan

A/P 5.80 — 6.30 mm u odnosu na bregmu

Kontrolna grupa zZivotinja (K) MD grupa Zivotinja (MD)
K1 37.50 MD1 82.50
K2 41.50 MD2 70.50
K3 37.50 MD3 84.50
K4 43.50 MD4 78.00
K5 40.50 MD5 79.00
Srednja vrednost £SD | 40.10+£2.61 | Srednja vrednost £SD 78.90+5.38
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Grafikon 14. Prikaz srednje vrednosti broja TH+ neurona u pars compacta substantie nigrae u
koordinatama A/P 4.60 — 5.10 mm, A/P 520 — 5.70 mm i A/P 5.80 — 6.30 mm u odnosu na
kraniometrijsku tacku bregma. Kod MD grupe zivotinja u koordinati A/P 4.60 — 5.10 mm uocava se
povecanje broja TH+ neurona 1.31 x (p = 0.012), dok je u istoj grupi zivotinja u koordinati A/P 5.20 —
5.70 mm broj TH+ neurona povecan 1.39 x (p = 0.016). U koordinati A/P 5.80 — 6.30 mm uocava se
povecanje broja TH+ neurona u MD grupi 1.97 x (p = 0.001) * je oznaclena statisticki znacajna razlika

izmedu dve ispitivane grupe zivotinja.
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Slika 14. Uticaj maternalne deprivacije na ukupan broj TH+ neurona u ispitivanim
dopaminergi¢km strukturama u adultnom periodu (PN 60). Reprezentativni primeri Cetiri mikrografije
polovine mozga u stereotaksi¢koj koordinati A/P 4.60 — 5.10 mm u odnosu na bregmu. (A,C) Crnim
strelicama su oznacena tela neurona ventralne tegmentalne areae; (B,D) Crnim strelicama su oznacena
tela neurona pars compacta i pars reticulata substantiae nigrae. Mikrografije oznaCene plavom bojom
predstavljaju kontrolnu grupu zivotinja, dok mikrografije oznacene crvenom bojom prikazuju
maternalno depriviranu grupu Zivotinja (MD). Sve mikrografije su napravljene na Olympus CH2 (Japan)

mikroskopu, opremljenim kamerom (Karl Zeiss, Nemacka) na uveli¢anju 20 x.
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Slika 15. Uticaj maternalne deprivacije na ukupan broj TH+ neurona u ispitivanim
dopaminergi¢km strukturama u adultnom periodu (PN 60). Reprezentativni primeri Cetiri mikrografije
polovine mozga u stereotaksi¢koj koordinati A/P 5.20 — 5.70 mm u odnosu na bregmu. (A,C) Crnim
strelicama su oznacena tela neurona ventralne tegmentalne areae; (B,D) Crnim strelicama su ozna¢ena
tela neurona pars compacta i pars reticulata substantiae nigrae. Mikrografije oznacene plavom bojom
predstavljaju kontrolnu grupu zivotinja, dok mikrografije oznacene crvenom bojom prikazuju
maternalno depriviranu grupu Zivotinja (MD). Sve mikrografije su napravljene na Olympus CH2 (Japan)

mikroskopu, opremljenim kamerom (Karl Zeiss, Nemacka) na uveli¢anju 20 x.
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Slika 16. Uticaj maternalne deprivacije na ukupan broj TH+ neurona u ispitivanim
dopaminergi¢km strukturama u adultnom periodu (PN 60). Reprezentativni primeri Cetiri mikrografije
polovine mozga u stereotaksickoj koordinati A/P 5.80 — 6.30 mm u odnosu na bregmu. (A,C) Crnim
strelicama su oznacena tela neurona ventralne tegmentalne areae; (B,D) Crnim strelicama su oznacena
tela neurona pars compacta substantiaec nigrae. Mikrografije oznacene plavom bojom predstavljaju
kontrolnu grupu Zivotinja, dok mikrografije oznac¢ene crvenom bojom prikazuju maternalno depriviranu
grupu zivotinja (MD). Sve mikrografije su napravljene na Olympus CH2 (Japan) mikroskopu,

opremljenim kamerom (Karl Zeiss, Nemacka) na uveli¢anju 20 x.
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7. Dugotrajni uticaj maternalne deprivacije na gustinu TH+ neurona u dopaminergickim
strukturama kod adolescentnih pacova — 35 postnatalni dan

7.1.Dugotrajni uticaj maternalne deprivacije na gustinu TH+ neurona u pars reticulata
substantiae nigrae kod adolescentnih pacova — 35 postnatalni dan

Gustina TH+ neurona u pars reticulata substantiae nigrae je merena bilateralno kod kontrolnih i
maternalno depriviranih Zivotinja. Sve vrednosti su prikazane kao srednja vrednost dve ispitivane strane
mozga u odgovaraju¢im koordinatama u odnosu na kraniometrijsku tacku bregma. Primenom
studentovog t-testa za dva nezavisna uzorka, kod maternalno depriviranih Zivotinja se ne uocava
statistiCki znacajna razlika u gustini TH+ neurona (p> 0.05). Dobijeni rezultati su prikazani graficki

(grafikon 15.).
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Grafikon 15. Graficki prikaz gustine TH+ neurona pars reticulata substantiae nigrae u dve ispitivane
grupe zivotinja. Analizom dobijenih rezultata nismo dobili staticki znafajnu razliku u slede¢im
stereotaksi¢kim koordinatama : A/P 4.60 —5.10 mm u odnosu na bregmu (p> 0.05) i A/P 5.20 — 5.70 mm

u odnosu na bregmu ( p> 0.05).
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7.2.Dugotrajni uticaj maternalne deprivacije na gustinu TH+ neurona u pars compacta
substantiae nigrae kod adolescentnih pacova — 35 postnatalni dan

Gustina TH+ neurona u pars compacta substantiae nigrae je merena bilateralno kod kontrolnih i
maternalno depriviranih Zivotinja. Sve vrednosti su prikazane kao srednja vrednost dve ispitivane strane
mozga u odgovaraju¢im koordinatama u odnosu na kraniometrijsku tacku bregma. Primenom
studentovog t-testa za dva nezavisna uzorka, kod maternalno depriviranih Zivotinja se u koordinati A/P
5.20 — 5.70 mm u odnosu na bregmu uocava statisticki znac¢ajno smanjenje u gustini TH+ neurona (p<

0.05). Dobijeni rezultati su prikazani graficki (grafikon 16.).

150 ~
140 | SN pc - 35 PN dan

130 -
120 -
110 A
100 A
90 -
80 A
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 A

Gustina (Broj TH+ neurona/mm?)

A/P4.60-510mm A/PS520-570mm A/P 5.80-6.30 mm

m Kontrolna grupa @ MD grupa

Grafikon 16. Graficki prikaz gustine TH+ neurona pars compacta substantiae nigrae u dve ispitivane
grupe zivotinja. Analizom dobijenih rezultata nismo dobili staticki znacajnu razliku u slede¢im
stereotaksi¢kim koordinatama : A/P 4.60 —5.10 mm u odnosu na bregmu (p> 0.05) i A/P 5.80 — 6.30 mm
u odnosu na bregmu (p> 0.05). U koordinati A/P 5.20 —5.70 mm u odnosu na bregmu, kod maternalno
depriviranih Zivotinja se uocava statisticki znacajno smanjenje gustine TH+ neurona 1.42 x (p= 0.0004).

* je oznacena statistiki znacajna razlika izmedu dve ispitivane grupe Zivotinja.

76



7.3.Dugotrajni uticaj maternalne deprivacije na gustinu TH+ neurona ventralne tegmentalne
areae kod adolescentnih pacova — 35 postnatalni dan

Gustina TH+ neurona u ventralnom tegmentalnom podrucju je merena bilateralno kod kontrolnih
i maternalno depriviranih Zivotinja. Sve vrednosti su prikazane kao srednja vrednost dve ispitivane strane
mozga U odgovaraju¢im koordinatama u odnosu na kraniometrijsku tacku bregma. Primenom
studentovog t-testa za dva nezavisna uzorka, kod maternalno depriviranih Zivotinja se u koordinati A/P
5.20 — 5.70 mm u odnosu na bregmu uocava statisticki znac¢ajno smanjenje u gustini TH+ neurona (p<

0.05). Dobijeni rezultati su prikazani graficki (grafikon 17.).
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Grafikon 17. Graficki prikaz gustine TH+ neurona ventralne tegmentalne areae u dve ispitivane grupe
zivotinja. Analizom dobijenih rezultata nismo dobili staticki znacajnu razliku u slede¢im stereotaksickim
koordinatama : A/P 4.60 — 5.10 mm u odnosu na bregmu (p> 0.05) i A/P 5.80 — 6.30 mm u odnosu na
bregmu (p> 0.05). U koordinati A/P 5.20 — 5.70 mm u odnosu na bregmu, kod maternalno depriviranih
zivotinja se uocava statisticki znac¢ajno smanjenje gustine TH+ neurona 1.41 x (p= 0.04). * je oznaCena

statisticki znaCajna razlika izmedu dve ispitivane grupe zZivotinja.
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8. Dugotrajni uticaj maternalne deprivacije na gustinu TH+ neurona u dopaminergickim
strukturama kod adultnih pacova — 60 postnatalni dan

8.1.Dugotrajni uticaj maternalne deprivacije na gustinu TH+ neurona u pars reticulata
substantiae nigrae kod adultnih pacova — 60 postnatalni dan

Gustina TH+ neurona u pars reticulata substantiae nigrae je merena bilateralno kod kontrolnih i
maternalno depriviranih Zivotinja. Sve vrednosti su prikazane kao srednja vrednost dve ispitivane strane
mozga u odgovaraju¢im koordinatama u odnosu na kraniometrijsku tacku bregma. Primenom
studentovog t-testa za dva nezavisna uzorka, kod maternalno depriviranih Zivotinja se uocava statisticki
znacajno povecanje u gustini TH+ neurona (p< 0.05). Dobijeni rezultati su prikazani graficki (grafikon

18.).
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Grafikon 18. Graficki prikaz gustine TH+ neurona pars reticulata substantiae nigrae u dve ispitivane
grupe Zivotinja. Analizom dobijenih rezultata dobili smo stati¢ki znacajno povecanje u gustini TH+
neurona u slede¢im stereotaksickim koordinatama : A/P 4.60 —5.10 mm u odnosu na bregmu 1.60 x (p=
0.004) i A/P 5.20 — 5.70 mm u odnosu na bregmu 1.26 x (p= 0.049). * je oznaCena statisticki znacajna

razlika izmedu dve ispitivane grupe zivotinja.
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8.2.Dugotrajni uticaj maternalne deprivacije na gustinu TH+ neurona u pars compacta
substantiae nigrae kod adultnih pacova — 60 postnatalni dan

Gustina TH+ neurona u pars compacta substantiae nigrae je merena bilateralno kod kontrolnih i
maternalno depriviranih Zivotinja. Sve vrednosti su prikazane kao srednja vrednost dve ispitivane strane
mozga u odgovaraju¢im koordinatama u odnosu na kraniometrijsku tacku bregma. Primenom
studentovog t-testa za dva nezavisna uzorka, kod maternalno depriviranih Zivotinja se u koordinati A/P
5.80 — 6.30 mm u odnosu na bregmu uocava statisticki znacajno povecanje u gustini TH+ neurona (p<

0.05). Dobijeni rezultati su prikazani graficki (grafikon 19.).
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Grafikon 19. Graficki prikaz gustine TH+ neurona pars compacta substantiae nigrae u dve ispitivane
grupe zivotinja. Analizom dobijenih rezultata nismo dobili stati¢ki znacajnu razliku u slede¢im
stereotaksi¢kim koordinatama : A/P 4.60 —5.10 mm u odnosu na bregmu (p> 0.05) i A/P 5.20 — 5.70 mm
u odnosu na bregmu (p> 0.05). U koordinati A/P 5.80 — 6.30 mm u odnosu na bregmu, kod maternalno
depriviranih Zivotinja se uo¢ava statisticki zna¢ajno povecanje gustine TH+ neurona 1.59 x (p=0.03). *

je oznacena statisticki znacajna razlika izmedu dve ispitivane grupe Zivotinja.
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8.3.Dugotrajni uticaj maternalne deprivacije na gustinu TH+ neurona u ventralnoj
tegmentalnoj arei kod adultnih pacova — 60 postnatalni dan

Gustina TH+ neurona u ventralnom tegmentalnom podruéju je merena bilateralno kod kontrolnih
i maternalno depriviranih Zivotinja. Sve vrednosti su prikazane kao srednja vrednost dve ispitivane strane
mozga u odgovaraju¢im koordinatama u odnosu na kraniometrijsku tacku bregma. Primenom
studentovog t-testa za dva nezavisna uzorka, kod maternalno depriviranih Zivotinja se u koordinati A/P
5.80 — 6.30 mm u odnosu na bregmu uocava statisticki znacajno povecanje u gustini TH+ neurona (p<

0.05). Dobijeni rezultati su prikazani graficki (grafikon 20.).
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Grafikon 20. Graficki prikaz gustine TH+ neurona ventralnog tegmentalnog podrucja u dve ispitivane
grupe zivotinja. Analizom dobijenih rezultata nismo dobili staticki znacajnu razliku u slede¢im
stereotaksi¢kim koordinatama : A/P 4.60 —5.10 mm u odnosu na bregmu (p> 0.05) i A/P 5.20 — 5.70 mm
u odnosu na bregmu (p> 0.05). U koordinati A/P 5.80 — 6.30 mm u odnosu na bregmu, kod maternalno
depriviranih Zivotinja se uocava statisticki znacajno povecanje gustine TH+ neurona 1.58 x (p=0.03). *

je oznacena statisticki znacajna razlika izmedu dve ispitivane grupe zivotinja
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A/P 5.20 -5.70 mm u odnosu na bregmu

A/P 5.80 - 6.30 mm u odnosu nha bregmu

A/P 4.60—5.10 mm u odnosu na bregmu
Gustina (Broj TH+ neurona/mm?)
SNpr
PN35 dan
Kontrolna grupa 39+5.79
MD grupa 43+£2.90
PN60 dan
Kontrolna grupa 30+ 3.94
MD grupa 48 £3.10
SNpc
PN35 dan
Kontrolna grupa 75 £9.50
MD grupa 69 + 8.30
PN60 dan
Kontrolna grupa 61 £3.40
MD grupa 59+£3.70
VTA
PN35 dan
Kontrolna grupa 65+ 6.80
MD grupa 61 £5.60
PN60 dan
Kontrolna grupa 56 +£3.20
MD grupa 51+3.30

Gustina (Broj TH+ neurona/mm?)

SNpr
PN35 dan
Kontrolna grupa 42 +4.53
MD grupa 44 £4.03
PN60 dan
Kontrolna grupa 31+£2.85
MD grupa 39 +3.80
SNpc
PN35 dan
Kontrolna grupa 84 +£5.10
MD grupa 59 +£3.60
PNG0 dan
Kontrolna grupa 50+2.10
MD grupa 56 +4.60
VTA
PN35 dan
Kontrolna grupa 62 +7.30
MD grupa 44 £2.50
PN60 dan
Kontrolna grupa 45+ 1.60
MD grupa 50+£2.70

Gustina (Broj TH+ neurona/mm?)

SNpr
PN35 dan
Kontrolna grupa /
MD grupa /
PNG60 dan
Kontrolna grupa /
MD grupa /
SNpc
PN35 dan
Kontrolna grupa 118 +3.2
MD grupa 111 £2.8
PN60 dan
Kontrolna grupa 29 +£2.60
MD grupa 46 +3.60
VTA
PN35 dan
Kontrolna grupa 71 +2.80
MD grupa 67 £ 6.80
PN60 dan
Kontrolna grupa 26 +2.50
MD grupa 41 +7.10

Tabela 34. Gustina (Broj TH+ neurona/mm?) u SNpr, SNpc i VTA kod adolescentnih (PN35) i adultnih Zivotinja (PN60). Svi rezultati su prikazani kao

srednja vrednost = SEM. Boldovani brojevi prikazuju statisti¢ki zna¢ajne vrednosti p < 0.05
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9. Dugotrajni uticaj maternalne deprivacije na volumen locusa coeruleusa kod adolescentnih
pacova — 35 postnatalni dan

Volumen locusa coeruleusa je meren bilateralno kod kontrolnih i maternalno depriviranih zivotinja. Sve
vrednosti su prikazane kao srednja vrednost dve ispitivane strane mozga u odgovaraju¢im koordinatama
u odnosu na kraniometrijsku tatku bregma. Primenom studentovog t-testa za dva nezavisna uzorka, kod
maternalno depriviranih zivotinja se uocava statisti¢ki znac¢ajno povecanje volumena (p< 0.05). Dobijeni

rezultati su prikazani tabelarno (Tabela 35.) 1 graficki (Grafikon 21.).

Tabela 35. Tabelarni prikaz dobijenih rezultata volumena locusa coeruleusa u A/P 4.60 — 5.70 mm

koordinati u odnosu na bregmu kod adolescentnih pacova.

Volumen (mm?®) locusa coeruleusa
35 postnatalni dan
A/P 4.60 —5.70 mm u odnosu na bregmu
Kontrolna grupa Zivotinja (K) MD grupa Zivotinja (MD)
K1 0.96 MD1 5.43
K2 0.86 MD?2 6.87
K3 0.91 MD3 6.12
K4 0.87 MD4 6.37
K5 0.86 MD5 5.70
Srednja vrednost £SD 0.89+£0.04 | Srednja vrednost +SD 6.10+0.56
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Grafikon 21. Volumen locusa coeruleusa u koordinati A/P 4.60 — 5.70 mm u odnosu na
kraniometrijsku tacku bregma kod kontrolnih i maternalno depriviranih adolescentnih pacova. U MD
grupi se uocava povecanje volumena 6.85 x (p =0.0002) * je oznacCena statisticki znacajna razlika izmedu

dve ispitivane grupe zivotinja.
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Slika 17. Mikrografija nacinjena Olympus CH2 (Japan) mikroskopom, opremljenim kamerom (Karl
Zeiss, Nemacka). A- prikaz imunohistohemijskog bojenja TH+ neurona u locusu coeruleusu kontrolnih
adolescentnih pacova na uveli¢anju 10x ( LCI- locus coeruelus levo; LCd- locus coeruleus desno). D -
prikaz imunohistohemijskog bojenja TH+ neurona u locusu coeruleusu maternalno depriviranih
adolescentnih pacova na uvelicanju 10x. Mikrografije B-C prikazuju locus coeruleus kontrolnih
adolescentnih pacova, dok mikrografije E-F prikazuju locus coeruleus maternalno depriviranih

adolescentnih na uveli¢anju od 20x. Isprekidanim linijama je prikazan volumen ispitivanih struktura.
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10. Dugotrajni uticaj maternalne deprivacije na volumen locusa coeruleusa kod adultnih
pacova — 60 postnatalni dan

Volumen locusa coeruleusa je meren bilateralno kod kontrolnih i maternalno depriviranih zivotinja. Sve
vrednosti su prikazane kao srednja vrednost dve ispitivane strane mozga u odgovaraju¢im koordinatama
u odnosu na kraniometrijsku tatku bregma. Primenom studentovog t-testa za dva nezavisna uzorka, kod
maternalno depriviranih zivotinja se uocava statisti¢ki znac¢ajno povecanje volumena (p< 0.05). Dobijeni

rezultati su prikazani tabelarno (Tabela 36.) 1 graficki (Grafikon 22.).

Tabela 36. Tabelarni prikaz dobijenih rezultata volumena locusa coeruleusa u A/P 4.60 —5.70 mm

koordinati u odnosu na bregmu kod adultnih pacova .

Volumen (mm?®) locusa coeruleusa
60 postnatalni dan
A/P 4.60 —5.70 mm u odnosu na bregmu
Kontrolna grupa zivotinja (K) MD grupa zivotinja (MD)
K1 0.91 MD1 4.62
K2 1.58 MD2 4.29
K3 1.46 MD3 5.52
K4 0.98 MD4 6.28
K5 1.50 MD5 5.67
Srednja vrednost £SD 1.29+£0.32 | Srednja vrednost +SD 5.28£0.81
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Grafikon 22. Volumen locusa coeruleusa u koordinati A/P 4.60 —5.70 mm u odnosu na kraniometrijsku
tatku bregma kod kontrolnih i maternalno depriviranih adultnih pacova. U MD grupi se uocava
povecanje volumena 4.09 x (p = 0.0003) * je oznacena statisticki znacajna razlika izmedu dve ispitivane

grupe Zivotinja.

86



Slika 18. Mikrografija nacinjena Olympus CH2 (Japan) mikroskopom, opremljenim kamerom (Karl
Zeiss, Nemacka). A- prikaz imunohistohemijskog bojenja TH+ neurona u locusu coeruleusu kontrolnih
adultnih pacova na uveli¢anju 10x ( LCI- locus coeruelus levo; LCd- locus coeruleus desno). D - prikaz
imunohistohemijskog bojenja TH+ neurona u locusu coeruleusu maternalno depriviranih adultnih pacova
na uveli¢anju 10x. Mikrografije B-C prikazuju locus coeruleus kontrolnih adultnih pacova, dok
mikrografije E-F prikazuju locus coeruleus maternalno depriviranih adultnih na uveli¢anju od 20x.

Isprekidanim linijama je prikazan volumen ispitivanih struktura.
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11. Dugotrajni uticaj maternalne deprivacije na ukupni broj TH+ neurona u locus-u
coeruleus-u kod adolescentnih pacova — 35 postnatalni dan

Broj TH+ neurona locus-a coeruleus-a je brojan bilateralno kod kontrolnih i maternalno
depriviranih Zivotinja. Sve vrednosti su prikazane kao srednja vrednost obe strane mozga u
odgovaraju¢im koordinatama u odnosu na kraniometrijsku tacku bregma. Primenom studentovog t-testa
za dva nezavisna uzorka, kod maternalno depriviranih Zivotinja se uocava statisti¢ki znacajno povecanje
broja TH+ neurona (p < 0.05). Dobijeni rezultati su prikazani tabelarno (Tabela 37.) i graficki (grafikon
23.)

Tabela 37. Tabelarni prikaz dobijenih brojeva TH+ neurona u locus-u coeruleus-u u A/P 4.60 —5.70 mm

koordinati u odnosu na bregmu kod adolescentnih pacova.

Broj TH+ neurona u locusu coeruleusu
35 postnatalni dan
A/P 4.60 —5.70 mm u odnosu na bregmu
Kontrolna grupa zivotinja (K) MD grupa Zivotinja (MD)
K1 113 MD1 123
K2 129 MD?2 161.5
K3 63.5 MD3 160.5
K4 82.5 MD4 128.5
K5 114.5 MD5 1315
Srednja vrednost £SD | 100.5+26.73 | Srednja vrednost £SD 141+18.51
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190 Locus coeruleus - 35 PN dan

Broj TH + neurona (ukupni broj)

A/P 4.60 - 5.70 mm

®m Kontrolna grupa ®MD grupa
Grafikon 23. Prikaz srednje vrednosti broja TH+ neurona u locus-u coeruleus-u u A/P 4.60 — 5.70 mm
koordinati u odnosu na kraniometrijsku tacku bregma kod kontrolnih i maternalno depriviranih
adolescentnih pacova. U MD grupi se uocava povecanje broj TH+ neurona 1.40 x (p = 0.03). * je

oznacena statisticki znacajna razlika izmedu dve ispitivane grupe zZivotinja.
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12. Dugotrajni uticaj maternalne deprivacije na ukupni broj TH+ neurona u locus-u
coeruleus-u kod adultnih pacova — 60 postnatalni dan

Broj TH+ neurona locus-a coeruleus-a je brojan bilateralno kod kontrolnih i maternalno
depriviranih Zivotinja. Sve vrednosti su prikazane kao srednja vrednost obe strane mozga u
odgovarajuc¢im koordinatama u odnosu na kraniometrijsku tacku bregma. Primenom studentovog t-testa
za dva nezavisna uzorka, kod maternalno depriviranih Zivotinja se uocava statisti¢ki znacajno povecanje
broja TH+ neurona (p < 0.05). Dobijeni rezultati su prikazani tabelarno (Tabela 38.) i graficki (Grafikon
24.).

Tabela 38. Tabelarni prikaz dobijenih brojeva TH+ neurona u locus-u coeruleus-u u A/P 4.60 —

5.70 mm koordinati u odnosu na bregmu kod adultnih pacova.

Broj TH+ neurona u locusu coeruleusu

60 postnatalni dan

A/P 4.60 —5.70 mm u odnosu na bregmu

Kontrolna grupa zivotinja (K) MD grupa Zivotinja (MD)
K1 43.5 MD1 113
K2 68.5 MD?2 137.5
K3 57 MD3 1335
K4 62.5 MD4 1145
K5 59.5 MD5 127
Srednja vrednost +SD 58.249.27 Srednja vrednost +SD 125.1£11.03
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Grafikon 24. Prikaz srednje vrednosti broja TH+ neurona u locus-u coeruleus-u u A/P 4.60 — 5.70 mm
koordinati u odnosu na kraniometrijsku tacku bregma kod kontrolnih i maternalno depriviranih adultnih
pacova. U MD grupi se uocava povecanje broj TH+ neurona 2.15 x (p = 0.00003). * je oznalena

statistiCki znacajna razlika izmedu dve ispitivane grupe zivotinja.
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kontrolna grupa MD grupa

Slika 19. Mikrografija nacinjena Olympus CH2 (Japan) mikroskopom, opremljenim kamerom (Karl
Zeiss, Nemacka). Mikrografije A-B prikazuju broj TH+ neurona u locusu coeruleusu kontrolnih
adolescentnih (A) i adultnih (B) pacova na uveli¢anju 20 x ; Mikrografije C-D prikazuju broj TH+
neurona u locusu coeruleusu maternalno depriviranih adolescentnih (C) i adultnih (D) pacova na

uveli¢anju od 20x. Crnim strelicama su oznacena tela TH+ neurona.
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13. Dugotrajni uticaj maternalne deprivacije na gustinu TH+ neurona u locus-u coeruleus-u
kod adolescentnih pacova — 35 postnatalni dan

Gustina TH+ neurona u locus-u coeruleus-u je merena bilateralno kod kontrolnih i maternalno
depriviranih Zivotinja. U kontrolnoj grupi zivotinja srednja vrednost gustine TH+ neurona iznosila je
113.09 + 14.13, dok je gustina TH+ neurona u MD grupi zivotinja iznosila 23.13 £+ 2.16 . Primenom
studentovog t-testa za dva nezavisna uzorka, kod maternalno depriviranih Zivotinja se uocava statisticki
znacajno smanjenje u gustini TH+ neurona (p< 0.05). Dobijeni rezultati su prikazani graficki (grafikon

25.).
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Grafikon 25. Graficki prikaz gustine TH+ neurona u locus-u coeruleus-u u dve ispitivane grupe Zivotinja.
Analizom dobijenih rezultata dobili smo staticki znacajno smanjenje gustine TH+ neurona kod
maternalno depriviranih Zivotinja 4.89 x u stereotaksickoj koordinati A/P 4.60 — 5.70 mm u odnosu na

bregmu (p= 0.002). * je oznaCena statisticki znacajna razlika izmedu dve ispitivane grupe Zivotinja.
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14. Dugotrajni uticaj maternalne deprivacije na gustinu TH+ neurona u locus-u coeruleus-u
kod adultnih pacova — 60 postnatalni dan

Gustina TH+ neurona u locus-u coeruleus-u je merena bilateralno kod kontrolnih i maternalno
depriviranih Zivotinja. U kontrolnoj grupi zivotinja srednja vrednost gustine TH+ neurona iznosila je
46.73 + 4.54, dok je gustina TH+ neurona u MD grupi zivotinja iznosila 24.27 + 2.24. Primenom
studentovog t-testa za dva nezavisna uzorka, kod maternalno depriviranih Zivotinja se uocava statisticki
znacajno smanjenje u gustini TH+ neurona (p< 0.05). Dobijeni rezultati su prikazani grafic¢ki (grafikon

26.).
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Grafikon 26. Graficki prikaz gustine TH+ neurona u locus-u coeruleus-u u dve ispitivane grupe zivotinja.
Analizom dobijenih rezultata dobili smo staticki znacajno smanjenje gustine TH+ neurona kod
maternalno depriviranih Zivotinja 1.89 x u stereotaksickoj koordinati A/P 4.60 — 5.70 mm u odnosu na

bregmu (p=0.01). * je oznaCena statisticki znac¢ajna razlika izmedu dve ispitivane grupe Zivotinja.
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Ova studija bila je fokusirana na efekte stresa prouzrokovane maternalnom deprivacijom u ranom
zivotnom dobu na volumen dopaminergickih jedara kao i broj 1 gustinu dopaminergic¢kih neurona unutar
tih jedara. Klju¢ni rezultati ovog istrazivanja su da adolescentni i adultni mozak pacova podleze
promenama u ispitivanim parametrima koje su prouzrokovane stresom u ranom zivotnom periodu,
pracenim povisenjem nivoa kortikosterona u krvi. Takode, rezultati ove studije koreliraju sa rezultatima
Hancock-a i Grant-a, koji su pokazali da je nakon odvajanja majke od mladunaca u razli¢itim periodima
razvoja unos hrane opao (Hancock i Grant, 2009). Konkretno, maternalna deprivacija povec¢ava volumen
svih dopaminergickih jedara i ukupan broj dopaminergickih neurona u njima u periodu adolescencije 1
odrasle dobi. Postnatalno odvajanje mladunaca od majke prouzrokovalo je nepravilan razvoj
dopaminergickog sistema, za koji se pretpostavlja da igra ulogu u patologiji psihijatrijskih bolesti
(Malnic i sar., 1971). Ograni¢avanjem kontakta izmedu majke i mladunaca, $to ukljucuje uskracivanje
hrane u fazi razdvajanja, narusava se reakcija prilagodavanja u toku SHRP-a i dovodi do abnormalnog
funkcionisanja ose hipotalamus-hipofiza-nadbubrezna zlezda (HPA) i pojacanog odgovora na stres
(Champagne i sar., 2009). Prethodne studije su pokazale da perinatalni tretman glukokortikoidima moze
trajno izmeniti bazalni nivo hormona i nivo stresa izazvanih cirkuliSu¢im glukokortikoidima kod
eksperimentalnih zivotinja, a dokumentovano je da endogeni nadbubrezni steroidi povecavaju aktivnost
dopamina u striatumu (McArthur i sar., 2005). Gubitak telesne tezine kod pacova odgovara povisSenju
ekspresije glasnika RNK (mRNA) koji prenosi hormon koji oslobada kortikotropin-oslobadajuc¢i (CRH)
hormon (Kawaguchi i sar., 2005) i porastu adrenokortikotropnog hormona (ACTH) (Vong i sar., 1993)
1 kortikosterona (Burden 1 sar., 1993). Metoda odvajanja majke od mladunaca koriS¢ena u ovom
istrazivanju razlikuje se od one koja se koristi u vec¢ini drugih studija zabeleZenih u literaturi, ali su
dobijeni rezultati u skladu sa ishodom studije koju su sproveli Chocyk i sar. (2011). Oni su dokazali
privremeni porast broja TH + neurona u SNpr kod adolescentnih pacova, kao i porast broja TH + neurona
u VTA kod odraslih pacova, bez promena u volumenu ispitivanih struktura. U zavisnosti od stadijuma
razvoja mozga, postoji nekoliko mogucih objasnjenja za povecani broj TH-pozitivnih neurona u SN i
VTA. Zbog zavisnosti nivoa perikarijalnih TH proteina od brzine aksonskog transporta, moguce je da
TH nije prisutan u Celijskom telu ili je prisutan u velikim koli¢inama (Nestler, 1992). Konstitutivne 1
trajne promene u ekspresiji TH + neurona u srednjem mozgu su moguce jer se u SN i VTA ekspresije
Nurrl (nuclear receptor 1) i Pitk3 transkripcionih faktora javljaju tokom pre- i postnatalnog perioda
razvoja mozga i odgovorne su za prezivljavanje dopaminergic¢kih neurona (Ojeda i sar., 2003; Korotkova
i sar., 2005; Katunar i sar., 2009, 2010). Takode, postoji mogucnost da je razlika uzrokovana ekspresijom
TH iz ¢elija koje se razlikuju od tipi¢nih dopaminergickih ¢elija u SN i VTA (Ugrumov, 2009). Nasi
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rezultati su pokazali porast gustine TH + neurona kod adultnih pacova u ispitivanom stercotaksi¢cnom
opsegu SNpr, SNpc i VTA u A/ P koordinati 5.80-6.30 mm u odnosu na bregmu. Ovi rezultati su u
korelaciji sa istrazivanjem sprovedenim na pacovima soja Wistar, koje su izveli Chocyk i sar. (2011) i
pokazali da je MD u periodu adolescencije dovela do povecanja broja i gustine TH + neurona u SNpr,
ali ne i u VTA. Rezultati dobijeni u nasoj studiji sli¢ni su studiji koju su sproveli McArthur 1 sar. (2007),
koji (u farmakolo§kom smislu) mogu imitirati efekte stresa. De Souza i sar. (2018) pokazali su da je stres
u ranom zivotnom dobu izazvan tokom tamne faze ciklusa osvetljenosti poveéao ekspresiju gena
dopaminergickih receptora Drda i1 Drd2a. Ovaj efekat je primefen samo kod muskih pacova.
Rezimiraju¢i, ekspresija dopaminskih receptora snazno je regulisana averzivnim ranim Zzivotnim
iskustvima. Zapravo, ovi efekti mogu imati polnu specificnu razvojnu putanju. Poznato je da MD remeti
delovanje HPA ose i uti¢e na nivoe cirkuliSu¢ih glukokortikoida (GC) (de Kloet i sar., 2005). GC,
deluju¢i preko glukokortikoidnih i mineralokortikoidnih receptora Siroko eksprimiranih u mozgu, uticu
na transkripciju specifi¢nih gena ili vrSe mnoge negenomske efekte. GC imaju znacajnu ulogu u
regulaciji razvoja i sazrevanja mozga. Neravnoteza izazvana stresom u ranom zivotnom dobu na nivoima
Kloet 1 sar., 2005). Zapravo, ne mozemo u potpunosti iskljuciti moguénost da do povecanja ukupnog
broja TH-pozitivnih neurona dolazi usled neurogeneze u odredenom trenutku tokom ontogeneze, iako je
ovaj koncept vrlo sporan (Shan i sar., 2006; Zhao i Janson Lang , 2009). Nauc¢no je dokazano da ispitivane
grupe zivotinja pokazuju povecanu osetljivost na dopaminergicke agense kao Sto su amfetamin i
apomorfin, povecan nivo adenokortikotropnog hormona (ACTH) i kortikosterona, kao i smanjenu
latentnu inhibiciju (Zimmerberg i sar.,1992; Ellenbroek i sar.,1995; Roots i sar.,1996; Lieberman i sar.,
1987). Dakle, pacovi koji su doziveli stres prouzrokovan MD, pokazuju dugoroéne efekte u
neuroendokrinom odgovoru na stres, kogniciji, morfologiji bazalnih ganglija, regulaciji emocija i
ponasSanja (Sanchez i sar.,2001).

Generalno, maternalna deprivacija ostvaruje razliite uticaje na svaku regiju mozga.
Najizrazenije posledice zabeleZzene su u SN i VTA mozga preadolescentnih pacova (Chochyk i sar.,
2011). Takode, MD uti¢e na sazrevanje procesa u pomenutim podrucjima kao $to su ispoljavanje
adhezivnih molekula na povrSini neurona, zatim na ¢elijsku proliferaciju i na apoptozu neophodnu za
rast i razvoj (Chochyk i sar., 2010, 2011). Povecana aktivnost dopamina u VTA zabelezena je u odgovoru
na akutni stres, ali se jako malo zna o dugotrajnim posledicama stresnog iskustva (Deutch i sar.,1985;
Kaneyuki i sar.1991).
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Unutar podrucja ventralne tegmentalne area-e nalaze se D2-like dopaminski receptori koji su
zapravo autoreceptori i inhibiraju protok impulsa, sintezu neurotransmitera i njihovo oslobadanje u
mezokortikolimbicke dopaminske neurone koji su osetljivi na brojne stresore. MD kao eksperimentalni
uzrok stresa dovodi do promena u aktivnosti D2-like receptora $to dovodi do smanjene autoinhbicije
¢elijske aktivnosti (Iarotskii i sar.,1992; Finlay i sar.,1997; Horger i sar., 1996). Dopaminergicki neuroni
se projektuju u prefrontalni korteks gde Salju toniCku inhibiciju glutaminergickim piramidalnim
neuronima. Ako se onemogucéi inhibiSuca aktivnost aferentnih dopaminergickih neurona, onda se
povecava glutaminergicka aktivnost piramidalnih neurona. Kao rezultat takve aktivnost, nc.accumbens
postaje hiperreagujuci na stresna iskustva (Deutch 1 sar., 1985; McClure 1 sar. 2004). Takode, postoje
razmatranja o mogué¢im kompenzatornim mehanizmima koji odrzavaju optimalnu sintezu dopamina 1
signalizaciju nakon izlaganja stresu (Antonopoulos i sar., 2002).

Promene u ekspresiji TH + neurona srednjeg mozga moguce su zbog toga Sto se u SN 1 VTA
javlja ekspresija Nurrl i Pitk3 transkripcionih faktora u prenatalnom i postnatalnom periodu razvoja
mozga. Ti transkripcioni faktori su odgovorni za prezivljavanje dopaminergickih neurona (Ojeda i sar.,
2003; Korotkova i sar., 2005; Katunar i sar., 2009, 2010). S toga, mozemo da poredimo razlike u
volumenu dopaminergickih struktura mozga izmedu kontrolne grupe i MD grupe pacova. Nasa studija
je pokazala da morfometrijska analiza dopaminergickih neurona u oblasti VTA izmedu kontrolne 1
eksperimentalne grupe adolescentnih i adultnih Zivotinja pokazuje znacajne statisticke razlike koje se
manifestuju povecanjem volumena VTA kod MD Zivotinja.

Postoji nekoliko mogucih objaSnjenja za razlike u volumenu VTA izmedu dve ispitivane grupe
Zivotinja zavisno o zivotnoj dobi pacova. Jedna teorija govori o tome da je kod mladih jedinki nivo
tirozin-hidroksilaze (TH) u dopaminergickim c¢elijama ispod nivoa koji moze da se detektuje
imunohistohemijskim metodama. Sazrevanjem, neuroni mogu povecati ekspresiju TH, samim tim je 1
prisustvo TH u neuronima uocljivo (larotskii i sar.,1992; Bjorklund i sar., 2007).

Ova studija je pokazala da se volumen mozga pacova nekoliko puta poveca tokom prenatalnog i
postnatalnog razvoja. Postnatalno povecanje volumena mozga se verovatno postize deobom glija ¢elija
i povecanjem arborizacije dendrita. U odredenim regionima mozga, postnatalna generacija neurona Koji
se ne eliminiSu konstitutivnom razvojnom apoptozom moZze objasniti postnatalno povecanje volumena
mozga (Insel, 1995; Morilak i sar., 1995). Trenutni rezultati pruzaju jasne dokaze o povecanju volumena
mozga, posebno u SNpc, SNpr i VTA u oba Zivotna perioda kod ispitivanih grupa Zivotinja. Moguce je
da se MD ne mesa sa kritiénim elementima razvoja koji su odgovorni za kona¢nu veli¢inu ovih struktura

srednjeg  mozga. Klinicki eksperimenti zasnovani na identifikaciji mozdanih struktura
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kompjuterizovanom tomografijom i magnetnom rezonancom pokazali su da se hipokampus, prefrontalni
korteks i amigdaloidni kompleks podvrgavaju selektivnom smanjenju volumena kao dozivotne posledice
ranih averzivnih iskustava (Driessen i sar., 2000; Teicher i sar., 2003; Treadway i sar., 2009). Sve veci
dokazi sugeriSu da glijalni gubitak i neuronska atrofija mogu doprineti ovom smanjenju volumena i
delimi¢no biti u osnovi kognitivnih disfunkcija koje su cesto povezane sa neuropsihijatrijskim
poremecajima povezanim sa stresom (Manji i sar., 2000; Banasr i Duman, 2008). Rezultati studije koju
su sproveli Chocyk i saradnici (2011) pruzili su dokaze da izlozenost stresu tokom ranog postnatalnog
perioda nije uticala na volumene SNpc, SNpr i VTA tokom nekoliko faza ontogeneze (na PND 15, 35 i
70). Medutim, pokazani su suprotni rezultati za ranu primenu deksametazona, koji (u farmakoloskom
smislu) moZze imitirati efekte stresa (McArthur i sar., 2007). Otkriveno je da je prenatalna izlozenost
deksametazonu prouzrokovala povecéanje zapremine VTA (kod odraslih muzjaka i Zenki pacova) i SNpc
(kod odraslih muzjaka), dok je kod odraslih Zenki primeéeno smanjenje zapremine SNpc. Stavie,
neonatalni (na PND 1-7) tretman deksametazonom izazvao je smanjenje zapremine SNpc kod odraslih
zenki (McArthur et al., 2007). Pretpostavka je da su razlike i slicnosti u rezultatima navedenih studija i
ove studije prouzrokovane drugacijim modelima maternalne deprivacije.

MozZemo samo nagadati o funkcionalnim implikacijama razlika u broju TH imunoreaktivnih
neurona srednjeg mozga izmedu zivotinja izloZenih ranom Zivotnom stresu i1 kontrola. Poveéanje broja
imunoreaktivnih TH ¢elija u SNpc, SNpr i VTA adolescentnih i adultnih pacova, kako je primeceno u
naSoj studiji, sugeriSe da bi to moglo uticati na nepravilan razvoj dopaminergicke inervacije u
nigrostriatalnom 1 mezokortikolimbickom sistemu. U nigrostriatalnom sistemu, nepreciznost
dopaminergicke inervacije moze ometati programiranje motorickih funkcija, $to se javlja u prvih
nekoliko postnatalnih nedelja kod pacova (Antonopoulos et i sar., 2002). Nedavno je otkriveno da ¢ak i
delimi¢na denervacija dopamina, koja uzrokuje blagi motoricki deficit, ima dubok uticaj na dugoro¢nu
potencijaciju zavisnu od NMDA u striatumu. NMDA leZi u osnovi funkcionalne sinapticke plasti¢nosti
koja je kriti¢na (izmedu ostalih funkcija) za programiranje vestina ponasanja (Paille i sar., 2010). U
skladu sa ovim podacima, pokazano je da MD uzrokuje odredene blage deficite u motoric¢koj koordinaciji
kod adolescentnih pacova (Meskuita i sar., 2007; Farkas i sar., 2009). Stavie, MD poveéava toksiéne
efekte 6-hidroksidopamina kod adultnih pacova (Pienaar i sar., 2008; Mabandla i Russell, 2010). Posle
dopaminske denervacije, MD pacovi su pokazali izraZenija oStecenja u performansama motornih testova
od normalno uzgajanih Zivotinja. Ovi rezultati sugeriSu da stres u ranom Zivotnom periodu moZe povecati

osetljivost dopaminergi¢kog sistema na stresne reakcije koje se dogode u kasnijem periodu Zivota.
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Vredi napomenuti da nigrostriatalni dopaminergicki sistem ima specifiénu odeljensku
organizaciju za svoje aksonske terminale (striatal patch (sloj) - matriks pregrade) (Gerfen, 2004). Odeljci
patch-matriks terminala u striatumu sastoje se od izrazito regulisanih (na ulaznom i izlaznom nivou)
neuronskih kola, koja su osnova za pravilno funkcionisanje bazalnih ganglija. Dopaminski neuroni koji
se nalaze u SNpr projektuju se prvenstveno u odeljak striatalnog flastera, dok oni u SNpc daju ulaz i u
odeljke flastera i matriksa. Populacija dopaminskih neurona u VTA, koja se projektuje na ventralni
striatum (nucleus accumbens), daje ulaz u odeljak matriksa (Gerfen, 2004). Dakle, MD moze uticati na
funkciju razli¢itih neuronskih sistema bazalnih ganglija. Bazalne ganglije nisu ukljuene samo u
ponasanje, odabir akcije, akciono kapiranje, u¢enje zasnovano na nagradivanju, motoricku pripremu i
ciljno orijentisano ponasanje (Chakravarthi i sar., 2010). Stavi$e, nedavna istrazivanja su pokazala da
ostecenja funkcije bazalnih ganglija mogu biti povezana ne samo sa neuroloskim poremecajima vec i sa
neuropsihijatrijskim poremecajima (shizofrenija, opsesivno-kompulzivni poremecaj) (Chakravarthi i
sar.,, 2010; Haines i Mallet, 2010; Perez-Costas i sar. ., 2010). S druge strane, ranjivost TH
imunoreaktivnih neurona u VTA na stres u ranom zivotnom periodu moze biti povezana sa
raspoloZenjem, kognitivnim poremecajima i zavisno$c¢u. Svi ovi poremecaji pokazuju aberacije u funkciji
1 strukturi mezokortikolimbickog dopaminergickog sistema (Schultz, 2007). Velika koli¢ina podataka iz
mnogih laboratorija pokazuje da MD zivotinje pokazuju poremecene obrasce dopaminergickih odgovora
u ponaSanju (Hall i sar., 1999; Matthevs i sar., 1999; Ploj i sar., 2003; Brake i sar., 2004; Kosten i sar.,
2005; Moffett i sar., 2007; Rodrigues i sar., 2011). Dakle, nasi rezultati doprinose proSirenju znanja o
uticaju MD na poremecaje koji leZe u osnovi dopaminergicke neurotransmisije izazvane stresom u ranom
Zivotu.

Sve je viSe dokaza da stresna iskustva u ranim fazama Zivota utiu na razvoj mozga, a kao
posledica toga povecavaju rizik za neke psihijatrijske poremecaje, poput depresije, anksioznosti,
poremecaja li€nosti, zloupotrebe droga i shizofrenije (Weber i sar., 2008) . Medutim, znanje je joS uvek
ograni¢eno o tacnim mehanizmima kojima stres u ranom Zivotu vr$i svoj Stetni uticaj na razvoj i
sazrevanje centralnog nervnog sistema. U poslednje vreme mnogo paznje je usmereno na vaznu ulogu
molekula adhezije neuronskih celija (NCAM) u pravilnom funkcionisanju mozga tokom svih faza
razvoja i tokom odrasle dobi (Ditlevsen i sar., 2008). NCAM proteini pripadaju imunoglobulinskoj
superporodici molekula ¢elijske adhezije koji su izraZeni u nervnom sistemu ki¢menjaka kao tri glavne
izoforme razli¢itih molekulskih tezina (tj. NCAM-120, NCAM-140 i NCAM-180). Sve ove izoforme su

proizvodi alternativnog spajanja jednog NCAM transkripta i obi¢no prolaze kroz dalju posttranslacionu
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modifikaciju; na primer, izoforme se mogu modifikovati polisialilacijom (PSANCAM) (Ditlevsen i sar.,
2008, Rutishauser i sar., 1996). NCAM su uklju¢eni u mnoge vazne procese, ukljucujuéi rast neurona,
fascikulaciju i sprovodenje aksona, sinapti¢ku stabilizaciju i plasti¢nost (Ditlevsen i sar., 2008), kao i
ucenje 1 pamcenje (Mackowiak 1 sar., 2010). Vec¢ina gore navedenih funkcija rezultat je aktivacije
specifi¢nih intracelularnih signalnih puteva koji prate procese adhezije ¢elija - ¢elija i ¢elija - vancelijski
matriks posredovani NCAM. Medutim, neka istrazivanja upucuju na druge funkcije NCAM-a koje nisu
povezane sa adhezijom. Utvrdeno je da NCAM reguliSe proces internalizacije dopaminskih D2 receptora,
ukljucujuéi signalnu i lokomotornu aktivnost povezanu sa dopaminom kod miseva (Xiao i sar., 2009).
Stavise, otkriveno je da NCAM posreduje u efektima neurotrofi¢nog faktora izvedenog iz glija ¢elijske
linije ((GDNF), specifi¢nog neurotrofina za dopaminske neurone srednjeg mozga) na prezivljavanje
dopaminskih neurona tokom razvoja i promet dopamina u adultnoj dobi (Cao i sar., 2008; Chao i sar.,
2003).

Postoje mnoge publikacije koje navode da promena u izrazavanju NCAM moZe biti u osnovi
patomehanizama nekih mentalnih poremeéaja. U klinickim studijama je pokazano da pacijenti sa
bipolarnim poremecajima raspolozenja i shizofrenijom imaju povecane nivoe NCAM u likvoru
(rastvorljivi NCAM fragmenti), hipokampusu i kori (transmembranski NCAM) (Sandi i sar., 2007).
Pored toga, u studijama na Zivotinjama otkriveno je da NCAM nokaut miSevi pokazuju povecanje
volumena lateralne komore (morfoloski znak shizofrenije) (Wood i sar.,1998) i nekoliko abnormalnosti
u ponasanju, poput pojaéane agresije i anksioznosti (Stork i sar., 2000). Stavise, transgeni miSevi sa
prekomernom ekspresijom rastvorljivog oblika NCAM pokazuju nekoliko funkcionalnih i anatomskih
disfunkcija koje podsecaju na tipi€ne simptome za shizofreniju, kao Sto su deficiti u inhibiciji
predimpulsa (PPI). Takode, pokazuju pojac¢anu reakciju na dopaminergicke agoniste 1 anatomske deficite
u GABA-ergic¢kim kertridzima u medijalnom prefrontalnom korteksu (mPFC) (Pillai-Nair i sar., 2005).
Dokazano je da hroni¢no lecenje kortikosteronom (Sandi i sar., 1999) i primena razli€itih vrsta hroni¢nog
stresa kod odraslih Zivotinja uzrokuju smanjenje ekspresije NCAM u hipokampusu i mPFC (Sandi i sar.,
2007); ovo smanjenje zavisi od tezine stresa koji se primenjuje. Gore pomenute regije mozga su
reprezentativne za neuronsku plasti¢nost zasnovanu na NCAM-u, ¢ija je neispravnost vezana za
patogenezu depresije (Sandi i sar., 2007) i deficita pamcenja / ucenja (Aisa i sar., 2009).

Prema istrazivanju koje su sproveli Chocyk i saradnici (2010) pokazano je da stres u ranom
zivotnom periodu uti¢e na nivo NCAM u dopaminergi¢kim strukturama srednjeg mozga, to jest u SN
zenki pacova (na PND 15 1 35) i na VTA muzjaka pacova (na PND 15). Njihovi rezultati ukazuju na to

da MD putem NCAM proteina moze imati znacajan uticaj na dopaminergicke neurone i njihovu funkciju.
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Iako mehanizam interakcije moze biti stvar nagadanja, vredi naglasiti ulogu GDNF-a (glial cell line —
derived neurotrophic factor), koji se smatra specificnim neurotroficnim faktorom za dopaminergicke
neurone srednjeg mozga (Cao i sar., 2008; Chao i sar., 2003). Nedavno je otkriveno da je NCAM signalni
receptor za GDNF (Cao i sar., 2008; Chao i sar., 2003). Koris¢enjem anti-NCAM antitela koja blokiraju
funkcije, pokazano je da NCAM posreduje u efektima GDNF na prezivljavanje dopaminergickih
neurona, rast, promet dopamina i lokomotornu aktivnost pacova (Chao i sar., 2003). S druge strane,
utvrdeno je da subhroni¢na primena GDNF na pars compacta SN povecava ekspresiju (Chao i sar., 2003).
Druge studije su otkrile da su miSevi sa nedostatkom NCAM pokazali smanjenje broja TH+
dopaminergickih neurona u SN 1 pokazali poja¢anu ekspresiju (Xiao i sar., 2009). Stoga, otkri¢a (koja
pokazuju da je MD smanjila ekspresiju NCAM u SN, VTA i mPFC kod maloletnih i adolescentnih
zivotinja, kao 1 kod mPFC odraslih) snazno ukazuju na to da stres u ranom zivotu moZze ometati
sazrevanje dopaminergi¢kog sistema, $to posledi¢no dovodi do abnormalnosti u njegovoj funkciji tokom
Citave ontogeneze. Dakle, sadaSnji rezultati mogu dalje podrzati hipotezu o stresno osetljivim periodima
tokom razvoja (SHRP) i njihovoj ulozi u patogenezi nekih mentalnih poremecaja, u skladu sa klini¢kim
studijama koje pokazuju da stresna iskustva u ranom zivotu mogu povecati rizik od depresije,
anksioznosti, zloupotrebe droga i shizofrenije i ubrzati manifestacije gore pomenutih bolesti (Andersen
i sar., 2008; Weber i sar., 2008). Rezultati ove disertacije su u korelaciji sa navedenim istraZivanjima, s
tim §to prvi ukazuju na dugorofan i trajan efekat MD na dopaminergicki sistem i detaljnu
imunohistohemijsku analizu TH+ neurona, kako u broju, tako i gustini.

Locus coeruleus (LC) oznacava jasnu ograni¢enu grupu neurona koji predstavljaju glavni izvor
noradrenalina (NA) u organizmu. Njegovim oslobadanjem i vezivanjem za odgovarajuce receptore
ciljnih organa, dolazi do aktivacije simpati¢kog nervnog sistema (Liu i sar. 2017). Ovaj neurotrasmiter
reguliSe aktivnost mozdanih struktura, uti¢e na regulaciju spavanja 1 sna 1 dovodi do vazokonstrikcije 1
midrijaze. Pored toga utice na rad creva, ubrzanje sr¢anog rada i na raspolozenje (Guyton i sar., 2019).
Kortikotropni hormon (CRH) deluje na LC dovode¢i do ekstracelularnog poveéanja NA u toku stresa.
Razlidite studije pokazuju da CRH deluje na morfologiju neurona povecavajuci rast dendrita, a samim
tim 1 verovatnocu stvaranja veza sa aferentnim vlaknima (Jerome 1 sar., 2010).

Kod adultnih pacova, akutni stres uzrokuje povecanje NA i ekspresiju gena tirozin hidroksilaze
(TH). Dent i saradnici (2001) su ispitivali stresni odgovor na LC-NA osovinu kod kontrolne i maternalno
deprivirane grupe pacova. Posle izotoni¢ne injekcije fizioloskog rastvora (stresora) ispitivana je IRNK
tirozin hidroksilaze (TH) i IRNK glukokortikoidnih receptora (GR) (Dent i sar., 2001). Rezultati ove

studije su pokazali znacajno povecanje iRNK TH izazvane stresom u maternalnoj depriviranoj grupi 12-
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0g postnatalnog dana dok je u kontolnoj grupi iRNK TH pokazala znacajno povecanje tek 18-0g
postnatalnog dana. Vrednost IRNK GR nije promenjena 12-og postnatalnog dana, dok je 18-og
postnatalnog dana kontrolna grupa pokazala smanjenu ekspresiju u odnosu na maternalno depriviranu
grupu. Ovi podaci ukazuju na to da tokom ontogeneze LC-NA sistem reaguje na akutni stress (Dent i
sar., 2001).

Posmatranjem parametara naseg istrazivanja mozemo uociti da postoji statisticki znac¢ajna razlika
kod adolescentnih i adultnih zivotinja u volumenu, broju TH+ neurona i gustini TH+ neurona u LC u
kontrolnoj i maternalno depriviranoj grupi. Poredenjem dve ispitivane grupe u oba termina zivotne dobi,
adolescenciji i adultnom periodu, kod MD grupe Zivotinja uo¢avamo povecanje volumena LC i
povecanje ukupnog broja TH+ neurona u LC, koje je pra¢eno smanjenjem gustine TH+ neurona LC.
Elisa i saradnici (2017) su analizirali efekte maternalne deprivacije na broj neurona, ¢elijsku proliferaciju
i apoptozu u LC pacova starih 11 dana koriste¢i imunohistohemiju za NeuN (neuronal nuclear protein) i
BrdU (bromodeoxyuridine) i elektronsku mikroskopiju. Na osnovu njihovih rezultata, dokazano je
smanjenje broja neurona u LC, ali ne i znaCajna promena u broju apoptoti¢nih ¢elija u maternalnoj
depriviranoj grupi pacova. Broj proliferativnih neurona je bio znatno nizi kod kontrolne grupe pacova u
poredenju sa maternalno depriviranom grupom. Njihove analize ukazuju na to da razliciti ishodi stresa u
neonatalom periodu mogu dovesti do razli¢itih modifikacija LC (Elisa i sar., 2017). Zivotinje izloZene
ranom odvajanju od majke pokazuju povecanu osetljivost na hemijske, termicke i mehanicke stimuluse
u adolescentnom dobu. Fabiana 1 saradnici (2021) su svojom analizom noradrenergickih neurona i
serotonergickih neurona zakljucili da maternalna deprivacija povecava osetljivost na bol, smanjenjem
aktivnosti serotonergickih neurona u ncc. raphes i noradrenergickih neurona u LC.

Oskar i saradnici (2019) su u svojoj studiji definisali tipove sinapsi koje formiraju arginin-
vazopresin pozitivna (AVP+) vlakna sa neuronima LC koriste¢i imunohistohemiju zajedno sa
konfokalnom i transmisionom elektronskom mikroskopijom (TEM). Njihova analiza je pokazala da stres
u neonatalnom periodu dovodi do znacajanog porasta gustine LC-AVP+ vlakna koja poti¢u iz
hipotalamickih magnocelularnih neurona. Takode, ovi autori navode da projekcije AVP+ vlakana u LC
1 u eferentnim delovima mozga, kao §to su hipokampus 1 prefrontalni korteks, uticu na homeostatske
odgovore koji modifikuju plasti¢nost neurona.

Postoje studije koje pokazuju da povecanje nivoa NA smanjuje upalne procese i pruza
neuroprotekciju, stimulacijom adrenergickih receptora deluje na makrofage i imunski odgovor. NA 1
njegovi metaboliti su hidrofilni molekuli koji sprecavaju lipidnu peroksidaciju membrane i proizvodnju

slobodnih radikala smanjujuc¢i oksidativni stress (Eduardo i sar., 2018). Mnogobrojne studije pokazuju
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da postoji vazna korelacija noradrenergickog i dopaminergickog sistema. Noradrenergicki neuroni iz LC
deluju na dopaminergi¢ke neurone u srednjem mozgu, slanjem impulsa u SN pars compacta (SNpc),
ventralnu tegmentalnu areu (VTA) i striatum (Meng i sar., 2018). Takode, dopaminska beta-hidroksilaza
1 adrenergicki receptori su otkriveni na vec¢ini dopaminergickih neurona srednjeg mozga, ukljucujuci
VTA 1 striatum. Takva usko povezana anatomska korelacija, dovodi do moguénosti da noradrenergicki
sistem igra bitnu ulogu u modulaciji i aktivnosti dopaminergickih neurona (Meng i sar., 2018).

Razne analize pokazuju da selektivna lezija LC neurona povecava aktivnost pucanja
dopaminergickih neurona 1 njihovu aktivnost u VTA §to sugeriSe slozenost regulacije dopaminergicke
neuronske aktivnosti. Veéina noradrenergickih i dopaminergi¢kih grupa neurona nisu u direktnoj
sinaptickoj vezi, $to je dokazano ultrastrukturnom studijom (Meng 2018). Iako je stvarna funkcija glija
¢elija izmedu ovih neurona nepoznata, takva glijalna odvajanja mogu pruziti selektivnu fizicku barijeru
za prenos izmedu nekih noradrenergickih terminala i dopaminergickih dendrita, omogucavajuci da jednu
subpopulaciju dendrita modulira NA, ali ne 1 drugu. Slicna ultrastrukturna inervacija izmedu
noradrenergickih terminala i astrocita se nalazi u korteksu i timusu (Meng 2018).

Prihvaéeno je da postoji bliska veza izmedu noradrenergickih i dopaminergickih neurona u
mozgu, kao $to su modulacija sistema LC-NA u prenosu dopamina. Promene u LC-noradrenergi¢kom
sistemu povezane su sa zdravim starenjem i neuropsihijatrijskim poremecajima, ukljucujuci
Parkinsonovu bolest, Alchajmerovu bolest i depresiju (Liu i sar., 2017). Noradrenergi¢ki neuroni u LC
su znacajno smanjeni kod osoba obolelih od Parkinsonove bolesti, sa pretpostavkom da se gubitkom
neurona LC moze povecati osetljivost dopaminergickih neurona na ostecenje (Szot i sar., 2012).

Stres je nezaobilazan deo danalnjice i ljudskog postojanja, a mnoge studije su dokazale da
maternalna deprivacija, odnosno perinatalni model stresa moZe dovesti do trajnih promena u
karakteristikama ose hipotalamus-hipofiza-nadbubrezna zlezda i/ili ose hipotalamus-hipofiza-stitasta
zlezda koja deluje na razvoj depresivnog i anksioznog ponasanja u adultnom dobu. Na osnovu nasih
rezultata koji pokazuju da postoji statisti¢ki znacajna razlika u ispitivanim parametrima izmedu kontrolne
1 MD grupe Zivotinja, buduca istraZivanja bi trebala da se fokusiraju na uzroke razlika u tim parametrima
u LC kod eksperimentalnih zivotinja koje su bile izlozene stresu tokom SHRP-a (eng. stress
hyporesponsive period).

Ovo je prva studija koja je pruzila dokaze da rani zivotni stres izazvan MD sproveden devetog
postanalnog dana (PN9) kod muzjaka pacova dovodi do trajnih promena u morfolos§kim i biohemijskim
parametrima, ukljucuju¢i telesnu tezinu pacova, volumen dopaminergickih jedara, broj TH + neurona u

tri razlicita stereotaksi¢na opsega kroz ukupnu rostro-kaudalnu dimenziju i gustinu TH + neurona u istim
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opsezima. UoCene promene mogu olaksati razumevanje kako stres u ranom zivotnom dobu moze
povecati tendenciju ka neuroloSkim poremecajima, shizofreniji i poremecaju hiperaktivnosti sa deficitom
paznje (ADHD). Poznato je da su ovi poremecaji povezani sa nepravilnim funkcijama u dopaminergickoj
neurotransmisiji, koje mogu biti posredovane nepravilnim sazrevanjem, Sto moZe ukljucivati

volumetrijske promene u dopaminergic¢kim jedrima, kao i promene u broju i gustini TH+ neurona.
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ZAKLJUCCI
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U skladu sa postavljenim ciljevima ovog istrazivanja, a na osnovu dobijenih rezultata mogu se

izvesti sledeéi zakljucci :

10.

11.

12.

13.

14.

Stres prouzrokovan maternalnom deprivacijom devetog postantalnog dana dovodi do
povecanja koncentracije kortikosterona u krvi kod adolescentnih i adultnih pacova.
Dugotrajni uticaj maternalne deprivacije dovodi do smanjenja telesne tezine pacova u
juvenilnom, adolescentnom i adultnom periodu zivota.

Rani stres kao §to je maternalna deprivacija, dovodi do povecanja volumena substania nigra-
e kod adolescentnih i adultnih pacova u ispitivanim stereotaksickim koordinatama.

Ovaj model stresa dovodi do povecanja volumena ventralnog tegmentalnog podrucja (VTA)
kod adolescentnih i adultnih pacova u ispitivanim stereotaksi¢kim koordinatama.

Dugotrajni uticaj maternalne deprivacije dovodi i do povecanja volumena locus coeruleus-a
kod adolescentnih i adultnih pacova u ispitivanim stereotaksickim koordinatama.

Dugotrajni uticaj maternalne deprivacije dovodi i do povecanja broja TH+ neurona substania
nigra-e kod adolescentnih i adultnih pacova u ispitivanim stereotaksi¢kim koordinatama.
Rani stres prouzrokuje povecanje broja TH+ neurona u ventralnom tegmentalnom podrucju
adolescentnih pacova i taj rezultat perzistira i kod adultnih pacova u ispitivanim
stereotaksickim koordinatama.

Ovaj model stresa dovodi 1 do povecanja broja TH+ neurona u ispitivanim stereotaksickim
koordinatama locus coeruleus-a adolescentnih i adultnih pacova.

Dugotrajni uticaj maternalne deprivacije dovodi do smanjenja gustine TH+ neurona u SN pc
adolescentnih pacova u A/P 5.20 — 5.70 mm u odnosu na bregmu.

Dugotrajni uticaj maternalne deprivacije dovodi do smanjenja gustine TH+ neurona u VTA
adolescentnih pacova u A/P 5.20 — 5.70 mm u odnosu na bregmu.

Ovaj model stresa dovodi do povecanja gustine TH+ neurona u ispitivanim stereotaksickim
koordinatama SNpr kod adultnih pacova.

Dugotrajni uticaj maternalne deprivacije dovodi do povecanja gustine TH+ neurona u SN pc
u A/P 5.80 — 6.30 mm u odnosu na bregmu.

Dugotrajni uticaj maternalne deprivacije dovodi do povecanja gustine TH+ neuronau VTA u
A/P 5.80 — 6.30 mm u odnosu na bregmu.

Dugotrajni uticaj maternalne deprivacije dovodi do smanjenja gustine TH+ neurona LC u

ispitivanim stereotaksickim koordinatama adolescentnih i adultnih pacova.
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Na osnovu dobijenih rezultata ovih istrazivanja, mozemo zakljuciti da maternalna deprivacija
predstavlja vazan faktor koji dovodi do promena u dopaminergi¢kim strukturama mozga pacova u
ispitivanim stereotaksickim koordinatama u odnosu na kraniometrijsku tacku bregma. Ove promene,

uslovljene maternalnom deprivacijom mogu doprineti sagledavanju mehanizama nastanka psihijatrijskih

poremecaja u koje ubrajamo i shizofreniju.
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H3jasa 0 ayTOpCcTBY

Hme u npeaume ayTopa Cnofonad Kanop

Bpoj nagexca 2016/5082

Hijasmyjem

J4 je JOKTOpPCKA JHCEPTAUHjA M0A HACAOBOM

MOP@ONOLWKE NPOMEHE ¥ OONAMWHEPTM4YKWM CTPYKTYPAMA MO3TA NALUOEA
YCNOBMEEHE MATEPHANMHOM OENPHBALIMJOM

® pPEIYATAT CONCTEEHOr HCTPAXHEBAMKOT pafa;

s 13 AUCEPTANMja ¥ UEMHHH HH ¥ ASN0BHMA HHje GHAa NPEANOKEHa 33 CTHUAWKE JPYTe
JHIIOME TPEMA CTYAHJCKHM NPOrpaMHMa JPYTHX EHCOKOWKOICKHX YCTAHOES;

® 04 CY pEIYNATATH KOPEKTHO HABEAEHH H

* 13 HHCAM KpWHO,/7a ayTOPCKa NPaga H KOPHCTHO/ 1a HHTENEKTYANHY CBOJHHY APYTHX
JTHIA

Mornuc ayTopa

¥ Beorpany, 16/9/2021
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H3zjaea 0 HCTOBETHOCTH LUTAMIIAHE H e/IeKTPOHCKE Bep3Hje JOKTOpPCKor
paga

Mme u npeanme aytopa _Cnobogan Kanop

E.Puj HHAEKCA 2016/5082

CTyaujcks nporpam HEYpOHAYHE
Mopdponolwke NpoMeHe y AONAMHHEPIMYEHM CTRYKTYPAMa MOIra Nauoea
Hacnos paga _ycnoernsese MatepHanHom Qenpueauymjom

MenTop _Oou.np Munax Axcuh

Hijaemyjem fga je wTamnasa Bep3Hja MOr JOKTOPCKOT pPaja HCTOBETHA ENEeKTPOHCKD]
BEP3H]H KOjYy CaM npejac/na pagH noxpamHeama v JUrHTANHOM pPeno3nTopHjyMy
¥uueepaurera y Beorpagy.

Jozso/mkasam ga ce objase MOJH JHYHH NOJANH BE3aHM 3a go0Hjake aKajeMCcKOr HaIMEea
AOKTOPA HAYKA, KAD IITO CY HME H TPEIHME, TOAHHA 0 MecTo poljersa u gatym ogbpane paga.

OBH AHYHH NOAAUM MOTY Ce 06jaBMTH Ha MPEXHHM CTPAHHLAMA AHTHTANTHe BHBIHOTEKE, ¥
ENEKTPOHCKOM KATANOrY H ¥ nybnugagujaMa Yaueepanteta y Beorpagy.

MoTnHe ayTopa

W Eenrpw_ 16/9/2021

j/ obon/ ._ax__(\mmf
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Hzjara o kopumhewy

OpnawhyjeM YuupepauTeTcky 6GuGauoTexy JCeertodzap Mapkoewh® ga vy JIMrHTANHH

peEnOIHTOPHYVM YHHEEpIWTETa Y beorpagy yHece Mojy A0KTOPCKY JAHCEPTAUH]Y 0D0g
HACNOBOM:

KDja je Moje ayToOpCKo Jeno.

JMcepTauujy ca CEBMM NPHADIHMA Npejac,/fa caM ¥ eleKTPoOHCKOM GOpMaTy NorojHoM 3a
TPAjHO APXHEHPaLE.

Mojy JoKTOPCKY JHCEPTALM]Y NOXpamkedy ¥ JIHrHTanHOM PENOIHTOPHjYMY YHHBEPIHTETA ¥
Beorpagy H QOCTYNIHY ¥V OTEOPEHOM NPHCTYNY MOTY A3 KOPHCTE CEH EOJH NOWITY]Y ogpeabe
cagp#ane v oJabpanoM THOY NHueHne Kpeatuene 3ajeguune [Creative Commons) 3a Kojy
CaM Ce OfaydHo /a.

GJA}rmpc'rnu [CC BY)

2. AyTopcTRo - HekoMepudjanuo (CC BY-NC)

3. AYTOPCTEG - HEKOMEpLHjanHo - Ge3 npepaga (CC BY-NC-ND)

4. AYTOPCTRO - HEKOMEPLHjANHO - JeNHTH noj HeTHM yenorkmMa [CC BY-NC-SA)
5. AytopcTeo - Gea npepaga (CC BY-ND)

6. AYyTOPCTEG - JeNHTH Nog HeTHM yonoruma (CC BY-54)

[MoauMO 43 320KPYHHTE CAMO jeJHY 0 WecT noHyhesHy THLeHLH.
KpaTak onuc THLEHIM je CACTARMH 60 ORE Hajane).

NoTnHc ayTopa

¥ Beorpaay, _16/9/2021
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