UNIVERZITET U BEOGRADU
MEDICINSKI FAKULTET

Joko Lj. Poleksi¢

MORFOLOSKE, BIOHEMIJSKE I
BIHEJVIORALNE PROMENE U MEDIJALNOM
PREFRONTALNOM | ORBITOFRONTALNOM
KORTEKSU MOZGA PACOVA USLOVLJENE

MATERNALNOM DEPRIVACIJOM

doktorska disertacija

Beograd, 2022



UNIVERSITY OF BELGRADE
FACULTY OF MEDICINE

Joko Lj. Poleksi¢

MORPHOLOGICAL, BIOCHEMICAL AND
BEHAVIORAL CHANGES IN MEDIAL
PREFRONTAL AND ORBITAL FRONTAL
CORTEX OF RAT INDUCED BY MATERNAL
DEPRIVATION

Doctoral Dissertation

Belgrade, 2022



Mentor: dr Milan Aksi¢, vanredni profesor

Univerzitet u Beogradu, Medicinski fakultet

Komentor:  dr Branka Markovi¢, vanredni profesor

Univerzitet u Beogradu, Fakultet sporta i fizickog vaspitanja

Clanovi komisije:

dr Dubravka Aleksi¢, docent

Univerzitet u Beogradu, Medicinski fakultet

dr Tatjana Nikoli¢, docent

Univerzitet u Beogradu, Medicinski fakultet

dr Maja Vulovi¢, redovni profesor

Univerzitet u Kragujevcu, Medicinski fakultet

Datum odbrane:



Zahvaljujem se

pok. prof. dr Branislavu Filipovicu, koji mi je omogucio ulazak u svet nau¢nog istrazivanja i visokog
obrazovanja, a poverenje koje mi je pruzio predstavlja doZivotnu inspiraciju i odgovornost.

prof. dr Milanu Aksi¢u, svom mentoru i ucitelju na bezrezervnoj podrsci, razumevanju i ukazanom
poverenju tokom izrade doktorske disertacije.

prof. dr Branki Markovi¢, ¢ija je podrska i dostupnost u gotovo svakom trenutku imala veliki doprinos
tokom izrade doktorske disertacije

prof. dr Adonisu Stamatakisu, svom uditelju i uzoru na prenesenom znanju, inspiraciji, strpljenju i
stalnim usmerenjima koja su umnogome formirala moj odnos prema neuronaukama.

prof. dr Igoru Jakov¢evskom, na dragocenim savetima, neumornom ohrabrivanju i ukazanim prilikama
koja nas tim vode ka novim izazovima.

Clanovima komisije doc. dr Dubravki Aleksi¢, doc. dr Tatjani Nikoli¢ i prof. dr Maji Vulovié¢ na
temeljnom ¢itanju i dobrim usmerenjima koji su podigli kvalitet ove disertacije

doc. dr Dubravki Aleksi¢ i dr Slobodanu Kaporu na saradnji i pomoc¢i, kao i njihovoj dobroti koja je
ispunila prethodne godine.

prof. dr Aleksandru Malikovi¢u i prof. dr Katrin Amunts, koji su mi omogu¢ili stru¢no usavrsavanje u
Nemackoj, tokom kojeg su pripremljene fotomikrografije na Univerzitetu u Diseldorfu.

Slavisi Puki¢u, na pomo¢i u laboratoriji, iskrenosti i prijateljstvu.

dr Mini Peri¢, na prenesenom znanju i ogromnoj pomo¢i u laboratorijskom radu.

dr Gorani Agatonovi¢, Marini Radovi¢ 1 Aleksi Mici¢u na pomo¢i u laboratorijskom radu.

dr Tihomiru Stojkovicu i laboratoriji za Neuronauke, Instituta za medicinsku i klini¢ku biohemiju.
Svim ¢lanovima Insituta za Anatomiju ,,Niko Miljanic¢*.

Svim ¢lanovima Centra za lasersku mikroskopiju.

dr Janji¢u, dr Cegaru, dr Dimitrijeviéu i Klinici za Urologiju KCS.

Majci Vesni, ocu Ljubomiru i sestri Leni, na ljubavi koju ste mi pruzili i vrednostima koje ste me naucili
da cenim.

Svojim prijateljima, na podrsci, motivaciji i svim godinama koje su iza nas.

Janji, jer i u dobru i u zlu ispunjava$ moj dan osmehom i ljubavlju...
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Morfoloske, biohemijske i bihejvioralne promene u medijalnom prefrontalnom i

orbitofrontalnom korteksu mozga pacova uslovljene maternalnom deprivacijom

Sazetak

Traumatska iskustva prozivljena tokom ranog zivotnog doba povecavaju mogucnost razvoja psihickih
oboljenja kasnije tokom Zzivota. Kako bi ispitali uticaj ranog traumatskog iskustva (RTI) na morfoloske,
biohemijske 1 funkcionalne osobine prefrontalne kore (PFC), mozdanog regiona koji se odlikuje visokom
osetljivoscu na stres, Wistar pacove 9 dana starosti podvrgli smo 24 — casovnoj maternalnoj deprivaciji
(MD). Kod mladih adultnih muzjaka pacova, detaljna anatomska imunohistohemijska analiza subregiona
PFC - a je pokazala smanjenje GAD67 i CCK imunopozitivnih ¢elija u povrSinskim slojevima medijalne
orbitalne kore (MO) dok je u rostralnom delu ventrolateralne orbitalne kore (roVLO) smanjena gustina
GAD67 imunopozitivnih ¢elija bila prisutna u celokupnoj debljini kore. Povrsinski slojevi rostralnog
dela cingularne kore (roCgl) i duboki slojevi prelimbicke kore (PrL) takode su bili pogodeni ranim
odvajanjem mladunaca od majke, pri ¢emu je u ovim subregionima MD uzrokovala smanjenje gustine
PV imunopozitivnih ¢elija. Strukturne promene GABAergi¢kog sistema bile su pracene ushodnom
regulacijom BDNF — a, uz odsustvo opste mikroglijalne aktivacije kako u neoenatalnom tako i u mladom
adultnom dobu, kako je utvrdeno metodom Western blot. Kada je kod mladih adultnih MD Zzivotinja
ispitana kognitivna fleksibilnost u T — lavirintu, pronadeno je suptilno ostecenje reverznog ucenja §to
ukazuje na blago ostec¢enje funkcije PFC — a. Sveukupno, rezultati sprovedenog istrazivanja pokazuju da
MD uzrokuje subregion zavisno smanjenje gustine interneurona, praceno povecanjem sinapticke
plasti¢nosti i disfunkcijom PFC — a. Takode, dobijeni rezultati isticu kompleksnu prirodu uticaja RTI na

razvoj interneurona, ali i zna¢aj o¢uvanosti GABAergickog sistema u kognitivnom funkcionisanju.

Kljuéne reci: maternalna deprivacija, prefrontalna kora, interneuroni, parvalbumin, holecistokinin,

sinapticka plasti¢nost, BDNF, mikroglija, kognitivna fleksibilnost
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Morphological, biochemical and behavioral changes in medial prefrontal and orbital frontal
cortex of rat induced by maternal deprivation

Abstract

Stressful events experienced during early life are associated with increased vulnerability of developing
psychopathology in adulthood. In the present study, we exposed 9 — day - old Wistar rats to 24 hour
maternal deprivation (MD) with the aim to investigate the impact of early life stress (ELS) on
morphological, biochemical and functional aspects of the prefrontal cortex (PFC), a brain region
particularly sensitive to stress. We found that in superficial medial orbital cortex (MO), young adult male
rats had reduced density of GAD67 and CCK immunopositive cells while the rostral part of ventral lateral
orbital cortex (roVLO) showed a decrease in the density of GAD67 immunopositive cells in both
superficial and deep layers. In addition, superficial rostral part of area 1 of the cingulate cortex (roCgl)
and deep prelimbic cortex (PrL) were also affected by MD indicated by the reduction in PV
immunopositive cellular density. Furthermore, MD induced an upregulation of BDNF, while it did not
affect the overall expression of Ibal in neonatal or young adult PFC as measured by Western blot.
Interestingly, when young adult male rats were subjected to a behavioral flexibility test in a T-maze, MD
rats showed a subtle impairment in reversal learning indicating a mildly affected PFC function. Taken
together, our results demonstrate that MD reduces the density of interneurons in particular PFC areas at
young adulthood and may alter synaptic plasticity accompanied by PFC dysfunction. These findings
point out the complex effect of ELS on interneuron development as well as the importance of preserved

GABAergic system on cognitive functioning.

Key words: maternal deprivation, prefrontal cortex, interneurons, parvalbumin, cholecystokinin,
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1. UVOD



1.1. Epidemiologija ranog Zivotnog stresa

Traumatska iskustva tokom ranog detinjstva kao Sto su smrt roditelja, zanemarivanje, fizi¢ko 1
psihicko zlostavljanje kao i mnoga druga iskustva predstavljaju znacajne ¢inioce u povecanju rizika od
razvoja mentalnih poremecaja u kasnijem Zivotnom dobu (Kessler et al., 2010). U daljem toku teksta za
razli¢ite oblike traumatskog iskustva tokom ranog detinjstva koristicemo termin rano traumatsko
iskustvo (RTI). Dosadasnja istrazivanja pokazuju da bilo koje RTI dvostruko povecava rizik od razvoja
depresije u adultnom dobu (Li et al., 2016b). Medu razli¢itim tipovima RTI - 8, emocionalno zlostavljanje
i zanemarivanje, takozvani tihi oblici zlostavljanja, isti¢u se kao najjaci socijalni faktori rizika za razvoj
depresije (Mandelli et al., 2015; Infurna et al., 2016). Dodatno, kod depresije i anksioznog pore¢emaja
prevalencija zanemarivanja i psihofizickog zlostavljanja raste u sledeCem smeru: bez bolesti, anksiozni
poremecaj, depresija, komorbiditet depresije 1 anksioznog poremecaja. Prevalencija pomenutih oblika
RTI - a pokazuje pozitivnu korelaciju sa hroni¢énim tokom anksioznog poremecaja i depresije (Hovens
et al., 2012). Postoje ¢vrsti dokazi koji ukazuju da je RTI povezano sa pojavom psihoti¢nih epizoda u
adultnom dobu (Varese et al., 2012). Takode, pokazano je i postojanje kumulativnog efekta pri cemu
povecan rizik od nastanka psihoticne epizode raste sa povecanjem broja prozivljenih trauma tokom
detinjstva (Shevlin et al., 2007, 2008). Ispitivana je i povezanost razliitih tipova RTI - a sa pojavom
psihoticnih simptoma kod odraslih. Rezultati istrazivanja isti¢u povezanost sluSnih halucinacija sa
seksualnim i fizickim zlostavljanjem dok se sumanute ideje persekucije dovode u vezu sa odrastanjem u
prihvatilistu, fizi¢ckim zlostavljanjem i maltretiranjem (Bentall et al., 2012). Sve veci broj studija ukazuje
na povezanost RTI - a i shizofrenije (Mohammadzadeh et al., 2019; Velikonja et al., 2019). Naime,
proZivljena trauma tokom detinstva predstavlja nezavisni faktor rizika za pokuSaj samoubistva kod osoba
sa shizofrenijom, mada u aktuelnoj literaturi postoji neslaganje po pitanju snage navedenog faktora
(Hassan et al., 2016; Alli et al., 2019). Meditim, u svom obimnom preglednom istrazivanju, Brown istice
da 1 pored toga Sto traume u detinjstvu predstavljaju jedan od najvec¢ih problema savremenog drustva i
verodostojan faktor rizika za razvoj psihoti¢nih simptoma, najverovatnije je prerano donositi ¢vrste
zakljucke o povezanosti traumatskih iskustava tokom detinjstva i shizofrenije (Brown, 2011).

Smatra se da RTI dovodi do modifikacije normalnog razvoja mozga uzrokujuc¢i morfoloske,
elektrofizioloske i biohemijske promene koje tokom perioda detinjstva i puberteta ne dovode do razvoja
vidljive psihopatologije (period inkubacije). Medutim, ove promene ¢ine mozak ranjivim na traumatske
dogodaje koji nastaju kasnije tokom Zivota ¢ime se znacajno povecava mogucnost nastanka psihickih

poremecaja (Maynard et al., 2001; Halligan et al., 2007). Znacaj RTI - a ogleda se prevashodno u



bioloskoj ranjivosti mozga u fazi postnatalnog razvoja tokom kojeg se nastavljaju brojni razvojni procesi
iz prenatalnog perioda kako na molekularnom tako i na strukturnom nivou.

Prema istrazivanju Kesslera-a i saradnika, eradikacija traumatskih iskustava tokom detinjstva
dovela bi do smanjena poremecaja raspolozenja za 22,9%, poremecaja anksioznosti za 31%, kao i
smanjenja zloupotrebe psihoaktivnih supstanci za 29,8% (Kessler et al., 2010). Ovi podaci isticu vaznost

za sprovodenjem istrazivanja u oblasti RTI - , kao i neophodnost u osmisljavanju preventivnih strategija.

1.2. Maternalna deprivacija kao animalni model ranog Zivotnog stresa

Najveci doprinos u dosadasnjem razumevanju mehanizama na koji traumatska iskustva tokom
ranog detinjstva doprinose razvoju psihopatologije pruzili su animalni modeli. Na osnovu preglednog
istrazivanja Schmidt i sar. animalne modele RTI mozemo podeliti na modele koji se baziranju na
vrsti/intenzitetu interakcije izmedu majke i mladunaca kao i farmakoloske modele (Schmidt et al., 2011).
Do danas, najcesc¢e primenjivani model RTI - a zasnovan na interakciji izmedu majke i mladunaca jeste
model maternale deprivacije (MD). Ovaj model zasniva se na odvajanju mladunaca od majke tokom
ranog postnatalnog perioda, usled kojeg postoji smanjena reaktivnost mozga na stres, koju nazivamo
stres mozdana hiporeaktivnost (stress hyporesponsive period, SHRP). Kod pacova, SHPR traje izmedu
4 — 14 postnatalnog dana (PND) 1 odlikuje se minimalnom ili zanemarljivom reaktivnos$¢u hipotalamo —
hipofizno — adrenalne (HPA) osovine mladunaca. U fizioloskim uslovima, ovakvo stanje HPA osovine
je strogo zavisno od prisustva majke unutar legla tacnije interakcije izmedu mladunaca i majke (Levine,
2001). Dva najcesce koris¢ena oblika MD su repetitivna maternalna separacija pri ¢emu se mladunci
odvajaju od majke 3 - 4h dnevno u trajanju od 2 — 3 nedelje (Baudin et al., 2012) kao i jednokratna
maternalna separacija u trajanju od 24h, naj¢esée devetog postnatalnog dana (PND 9) (Ellenbroek et al.,
1998, 2004). Noviji animalni model ovakvog tipa zasniva se na izazivanju stresa i haoti¢nog ponasanja
majke koja mladuncima posledi¢no pruza fragmentovanu i nedovoljnu negu ¢ime se oponasa socijalno
okruzenje karakteristi¢no za teSko siromastvo, zanemarivanje i zlostavljanje. U cilju izazivanja ovakvog
oblika stresa, najcesc¢e se majka zajedno sa mladuncima postavlja u kavez sa dnom od metalne resetke
umesto piljevine koja ga normalno ispunjava (Walker et al., 2017). Farmakolo§ko izazivanje RTI moze
se posti¢i postnatalnim davanjem glukokortikoida ¢ime se oponaSa aktivacija HPA osovine. Pored
glukokortikoida, sve vise se primenjuju modeli u kojima se simulira postnatalna infekcija. Najcesce se
postnatalnom primenom lipopolisaharida oponasa bakterijska infekcija (Réus et al., 2017), a postnatalom
primenom kombinacije poliinozini¢ne i policitidili¢ne kiseline virusna infekcija (Cunningham et al.,

2007) ¢ime se moze izazvati RTI.



S obzirom na relativnu jednostavnost metodoloskog procesa ne ¢udi Siroka upotreba MD kao
animalnog modela Sirom sveta, naroc¢ito imajuc¢i u vidu moguénost modifikacije vremenskog okvira
stresa - duzine deprivacije i razvojne faze u kojoj se dogada traumatsko iskustvo. Tako pojedina
bihejvioralna ispitivanja MD Zzivotinja pokazuju oStecenje odredenih aspekata kognicije i emocija kao
§to su poremecaj radne memorije, pojava anhedonije i produzenog perioda imobilnosti tokom testa
prisilnog plivanja (Zamberletti et al., 2012; Ganguly et al., 2016; Wang et al., 2020). Pored bihejvioralnih
promena, rezultati dosadasnjih istrazivanja ukazuju i na elektrofizioloSske promene kod MD pacova
(Janetsian-Fritz et al., 2018), poremecaj sinapticke plasti¢nosti (Choy et al., 2008) i obrta serotonina i
dopamina u pojedinim regionima centralnog nervnog sistema (CNS) (Rentesi et al., 2013). Rezultati iz
nase laboratorije istakli su postojanje morfoloskih promena unutar lim¢ic¢kih struktura. Naime,
pronadeno je da kod MD zivotinja dolazi do region specifi¢nih promena ¢elijske u gustine (Aksic et al.,
2013; Aleksi¢ et al., 2016; Kapor et al., 2020) kao i smanjenja gustine kortikalnih holinergickih vlakana
(Markovi¢ et al., 2014). Smatra se da sam efekat stresa tokom perioda odvojenosti od majke nastaje
delovanjem 3 mehanizma: odsustvo nege mladunaca od strane majke, nedostatak hranljivih materija
(Viveros et al., 2010) i smanjenje telesne temperature mladunaca usled nerazvijenog termoregulacionog
sistema. Nakon perioda separacije i vracanja u leglo, dolazi do intenziviranja maj¢inske nege koje se
ispoljava produzenim vremenom lizanja, uSusSkavanja i dojenja mladunaca (Llorente-Berzal et al., 2011;
Chocyk et al., 2013).

Navedene cinjenice, kao i sve veca koli¢ina nau¢ne literature iz oblasti RTI - a sugeriSu da MD
predstavlja pogodan model za ispitivanje psihopatologije sa razvojnom osnovom kao $to su depresija,
shizofrenija i anksioznost. Pored toga, sa razvojnog aspekta, MD predstavlja model kojim mozemo
ispitati prirodu modifikacije mozdanog razvoja nakon izlaganja traumi u postnatalnom razvoju (Marco
et al., 2015). Sasvim prirodno, namece se pitanje da li maternalna deprivacija predstavlja refleksiju
zlostavljanja, zanemarivanja ili ¢ak nekog treceg tipa ranog traumatskog iskustva kod ljudi. Odgovor na
0Vvo0 pitanje je vazno kako bi se sa sigurno$c¢u utvrdila translaciona validnost modela, imajuéi u vidu
kategorizaciju RTI - a na zanemarivanje, fizi¢ko, psihicko i seksualno zlostavljanje (Murthy and Gould,
2018), ali 1 sve ve¢i broj dokaza koji ukazuju na postojanje veze izmedu vrste traumatskog iskustva i

razvoja simptoma bolesti (Young and Widom, 2014; Mandelli et al., 2015; Infurna et al., 2016).

1.3. Funkcionalna anatomija prefrontalne kore

Kako sa funkcionalnog tako i sa evolutivnog aspekta, prefrontalna kora (PFC) predstavlja jednu
od najnaprednijih kortikalnih struktura. Kod ljudi, celokupni region PFC - a prostire se na 3 strane ¢eonog
4



reznja pa tako razlikujemo orbitofrontalnu koru, dorzolateralnu i medijalnu prefrontalnu koru (Ongiir et
al.,, 2003). Prema Brodmanovoj podeli cerebralnog korteksa zasnovanoj na citoarhitektonskim
karakteristikama, prefrontalnim Brodmanovim areama (BA) smatraju se BA8 do BA14 i BA44 do BA47.
Pored navedenih area koje se odlikuju granularnom ¢elijskom strukturom to jest prisustvom laminae 1V,
u prefrontalne BA mogu se uvrstiti jos i BA24, 25 i 32 koje spadaju u agranularni (bez prisustva laminae
IV) korteks (Fuster, 2015) (slika 1). Pored citoarhitektonske parcelacije PFC — a koja se naj¢esce koristi
u bazi¢nim istrazivanjima i komparativnoj anatomiji, studije strukturne i funkcionalne magnetne
rezonance (fMRI) uglavnom se sluze funkcionalnom podelom prefrontalne kore i to na: dorozmedijalnu
(dmPFC), dorzolateralnu (dIPFC), ventromedijalnu (vmPFC), ventrolateralnu prefrontalnu koru (vVIPFC),
orbitofrontalnu (OFC) i prednju cingularnu koru (ACC) (Carlén, 2017) (slika 2). Navedene podele se
stalno dopunjuju i koriguju, pre svega vodene novim nau¢nim saznanjima u pogledu citarhitektonskih
karakteristika, povezanosti sa drugim delovima mozga i funkcije pa samim tim zbog izrazite

kompleksnosti, siroko prihvaéena parcelacija PFC — a predstavlja svojevrstan izazov u neuroanatomiji.

Slika 1. Aree po Brodmann - u na dorzolateralnoj (A), orbitalnoj i medijalnoj strani (B) prefrontalne kore. Adaptirano prema
(Carlén, 2017).

Prefrontalni korteks, ¢ija povrSina obuhvata ¢ak 30% ukupne povrSine kortikalnog plasta igra
Kljuénu ulogu u sprovodenju i kontroli egzekutivnih funkcija $to se jo$ naziva i kognitivna kontrola. U
egzekutivne funkcije spadaju tzv. kognitivne funkcije viseg reda kao $to su radna memorija, kognitivna

fleksibilnost, kontrola inhibicije, rasudivanje, planiranje i reSavanje problema (Cristofori et al., 2019).



Vazna karakteristika PFC-a jeste produzen postnatalni razvoj, neophodan zarad sticanja kompleksnih
funkcija PFC-a (Schubert et al., 2015). Medutim, upravo produZen postnatalni razvoj ¢ini ovu strukturu
posebno osetljivom na RTI (Arnsten, 2009; Teicher et al., 2016). U prilog ovoj tvrdnji govore i rezultati
klini¢kih studija koje ukazuju da prozivljena trauma tokom ranog detinjstva i odrastanje unutar institucija
za zbrinjavanje moze biti povezano sa osteCenjem kognitivne kontrole (Mueller et al., 2010; Saleh et al.,
2017) i smanjenjem kortikalne debljine PFC-a (Gorka et al., 2014; Underwood et al., 2019). Studije
funkcionalne magnetne rezonance omogucile su ispitivanje povezanosti izmedu razli¢itih struktura
mozga, pa tako vidimo da sve veéi broj istrazivanja ukazuje na smanjenje funkcionalne povezanosti PFC
- a sa bademastim telom (amygdala) i hipokampusom (Birn et al., 2014; Grant et al., 2014; Hakamata et
al., 2021), ali i drugim delovima kore kao §to je precuneus (Olson et al., 2019). Imajuéi u vidu morfolosku
i funkcionalnu kompleksnost, produzen postnatalni razvoj i dosadasnje podatke iz humanih studija, PFC

se istiCe kao primamljiva regija za ispitivanje mehanizama RTI - a.

Slika 2. Funkcionalne zone prefrontalne kore na medijalnoj (A), bazalnoj (B) i dorzolateralnoj strani (C) leve hemisfere
humanog mozga. Adaptirano prema (Carlén, 2017).



Kod pacova i miseva, PFC se sastoji iz dve anatomske komponente i ¢ine ga medijalni
prefrontalni korteks (mPFC) koji obuhvata unutrasnju i orbitofrontalni korteks (OFC) koji obuhvata
ventralnu stranu frontalnog reznja (Ongir and Price, 2000). Medjutim, unutar ove dve glavne
komponente, nalaze se subregioni koji se medusobno razlikuju kako u pogledu veza koje ostvaruju sa
drugim delovima CNS-a, tako i u pogledu strukturne grade. Ipak, pre nego $to iznesemo pojedine razlike,
treba re¢i da i mPFC i OFC ostvaruju snazne veze sa mediodorzalnim jedrom talamusa (MDN). Ova
zajedniCka veza sa MDN - om predstavlja jednu od najstarijih definicija PFC — a, koja je danas u najvecoj
meri prevazidena (Price, 2007). Dorzalni delovi mPFC - a prevashodno ostvaruju veze sa senzornim i
motornim kortikalnim podru¢jima (Van Eden et al., 1992; Condé et al., 1995), dok ventromedijalnu
komponentu mPFC - a odlikuje povezanost sa limbi¢kim strukturama poput hipokampusa, amigdale i
hipotalamusa (Sesack et al., 1989; Mcdonald et al., 1996; Gabbott et al., 2002). Subregioni OFC-a su
nehomogeni po pitanju veza. Tako medijalni delovi OFC - a ostvaruju sli¢ne kortiko — kortikalne veze
kao i1 ventromedijalni mPFC, §to podrazumeva povezanost sa temporalnom korom i agranularnom
insulom. Ipak, medijalna komponenta OFC - a ostvaruje znatno slabije veze sa amigdalom, ventralnim
striatumom i piriformnom korom u odnosu na mPFC (Hoover and Vertes, 2011). Glavna karakteristika
lateralne komponente OFC - a je senzorna integracija, koju definiSe povezanost sa olfaktivnom,
gustativnom, somatosenzornom, auditivnom i vizuelnom korom (Price, 2007).

Sto se ti¢e strukture, PFC glodara odlikuje se slabo razvijenim unutra$njim granularnim slojem
kore (lamina 1V), Sto ga svrstava u takozvani agranularni korteks. Kao i u pogledu povezanosti,
subregioni PFC - a se medusobno razlikuju u pogledu citoarhitektonske i neurohemijske grade, a najcesce
kori$¢ena podela upravo je ona prema Paxinosu i Watsonu po kojoj PFC Ccine: rostralni cingularni
(roCgl), prelimbicki (PrL), infralimbicki (IL), medijalni orbitalni (MO) i rostralni ventrolateralni
orbitalni korteks (roVLO) (Paxinos and Watson, 2007) (slika 3). Tako kada bismo preklopili subregione
PFC - a, koji su prethodno opcrtani prema povezanosti i strukturi mogli bismo zakljuciti da roCgl i
dorzalni PrL pripadaju dorzalnom mPFC - u, dok ventralni PrL, IL i MO pripadaju ventromedijalnom
mPFC - u, sa naznakom da MO pripada i OFC - u. Kona¢no roVLO, koji ispunjava gotovo ceo OFC
karakteriSe postepena medijalno - lateralna razlika u pogledu povezanosti, pri ¢emu su lateralni delovi

vise povezani sa senzornim kortikalnim podruc¢jima.



Slika 3. Subregioni medijalnog prefrontalnog (A) i orbitofrontalnog korteksa (B) pacova. Adaptirano prema (Paxinos and
Watson, 2007).

U neuronaukama, komparativna anatomija PFC — a predstavlja veliki izazov, ali i uzrok podela
medu nau¢nicima u pogledu opravdanosti istrazivanja na pacovima. Naime, postavlja se pitanje, da li
strukturne i funkcionalne karakteristike pacovskog PFC — a imaju zadovoljavajuci stepen homogije sa
PFC — om primata? U kojoj meri se mozemo osloniti na zaklju¢ke dobijene iz istrazivanja na glodarima?
Trenutno, stepen homologije mozdane kore medu vrstama uspostavlja se na bazi sledecih principa i to:
(i) embrionalnog razvica, (ii) citoarhitektonske grade, (iii) povezanosti, (iv) distribucije neurotransmitera
I receptora i (v) funkcionalnih karakteristika. Sa aspekta povezanosti na nivou neuronskog kruga kora -
bazalna jedra — talamus — kora postoji zadovoljavajuéi stepen homologije izmedu humanog i pacovskog
PFC — a (Uylings et al., 2003). Medutim, u pogledu citoarhitektonske grade, najveéi deo humanog PFC
— a karakteriSe ve¢ pomenuto prisustvo laminae IV, koje u zavisnosti od stepena izrazenosti povr§inu
PFC — a definise kao granularnu, fino granularnu i disgranularnu (Ongdr et al., 2003). Kod pacova pak
i mPFC i OFC odlikuje agranularna grada, koja je kod ljudi prisutna samo u ACC - u i smatra se
filogenetski primitivnijom formom grade u odnosu na granularnu koru (Heidbreder and Groenewegen,
2003) (slika 4). Zagovornici neopravdanosti ispitivanja PFC — a na pacovima su stava da je tokom
ekspanzivnog evolutivnog razvoja kore kod primata doslo do diverzifikacije PFC — a, to jest pojave
modifikacija njegove strukture i funkcije specifi¢éno za vrstu. Kao primer, uzima se pojava dIPFC - a,
koga pojedini neuronauénici smatraju iskljuc¢ivo karakteristikom primata zbog izrazite granularne grade
i povezanosti sa dorzalnim striatumom koji nisu prisutni u frontalnom korteksu glodara (Carlén, 2017).

Medutim, i pored pomenutih citarhitektonskih razlika, na osnovu lezionih studija postoji izrazena



evolutivna o¢uvanost pojedinih funkcija koje se prepisuju upravo dIPFC —u kod ljudi (Birrell and Brown,
2000; McAlonan and Brown, 2003). Kao primer, uglavnom se isti¢e radna memorija, ali je pokazano da
PFC pacova ucestvuje u kontroli funkcija karakteristi¢cnim za dIPFC ¢oveka, kao $to su kontrola impulsa,
paznja i kognitivna fleksibilnost (Carlén, 2017). Za sada, upravo navedene bihejvioralne paralele
predstravljaju najjac¢i argument u odbrani evolutivne ocuvanosti karakteristika PFC — a i isti¢u
opravdanost u izu¢avanju strukturnih i funkcionalnih karakteristika PFC — a, kako u fizioloskim tako i u

patofizioloskim uslovima.

I granularna kora
I disgranularna kora

fino granularna kora

agranularna kora

Slika 4. Citoarhitektonske zone humane (A i B) i pacovske prefrontalne kore (C). Adaptirano prema (Carlén, 2017).



1.4. Interneuroni

U centralnom nervnom sistemu sisara, neuronska inhibicija sprovodi se posredstvom gama
aminobuterne kiseline (GABA) i glicina. Tako u mozdanoj kori ¢ine svega 10 - 15% ukupne celijske
populacije GABAergicki interneuroni igraju presudnu ulogu u uspostavljanju i odrzavanju
ekscitatorno/inhibitornog (E/I) balansa inhibicijom susednih piramidalnih ¢elija, ali i drugih interneurona
(Ali et al., 2007). Ova Ccelijska populacija, veoma heterogena po pitanju morfofunkcionalnih
karakteristika, svojom orkestriranom inhibitornom aktivnos¢u vrsi selekciju i modifikaciju protoka
signala u kori velikog mozga (gating). Samim tim, procesuiranje informacija u kori neizbezno zavisi od
ocuvane funkcije GABAergickih ¢elija (Tremblay et al., 2016). GABA nastaje konverzijom glutamata
pomocu enzima glutamat dekarboksilaze (GAD) koji se u interneuronima nalazi u dve izoforme, GAD65
i GAD67. U mozdanom korteksu, ali i u ostatku mozga, GAD65 je prevashodno lokalizovan u
presinapti¢kim terminalima, dok je u telima neurona dominanta GAD67 izoforma (Esclapez et al., 1994).
Transmembranski transporteri (GAT1 - 4) vrSe transport GABA — e izmedu vancelijskog i
unutaréelijskog prostora, a pored interneurona lokalizovani su i na membranama glija ¢elija. Vezikularni
transporteri (VGAT) pak, zaduzeni su za pakovanje neurotransmitera u vezikule sinaptickih terminala
(Zhou and Danbolt, 2013). Svoje efekte, GABA ostvaruje vezivanjem za dve vrste receptora, jonotropne
(GABAAR) i metabotropne (GABABR). Vezivanjem za postsinapticke GABAAR dolazi do otvaranja
jonskog kanala za ClI', §to uzrokuje hiperpolarizaciju membrane i inhibiciju postsinaptic¢ke ¢elije. S druge
strane, metabotropni GABAE&R predstavljaju transmembranske proteine vezane za G — protein. Nakon
vezivanja GABA — e, dolazi do dimerizacije receptora i pokretanja slozene unutarcelijske kaskade. Na
presinapti¢kim terminalima, aktivacijom GABABR smanjuje se oslobadanje GABA — e, Cime se
negativnom povratrnom spregom reguliSe intenzitet GABAergicke sinapse (Roth and Draguhn, 2012).
Postsinapticki GABABR svojom aktivacijom dovode do takozvane “kasne” inhibicije koja nastaje nakon

“brze” GABAAR posredovane inhibicije (Isaacson et al., 1993) (slika 5).
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Slika 5. Metabolizam gama aminobuterne Kiseline (GABA). Sinteza konverzijom glutamata posredstvom glutamat
dekarboksilaze (GADG65 i 67) i pakovanje u vezikule posredstvom vezikularnih transportera (VGAT). Ostvarivanje efekata

vezivanjem za jonotropne GABA i metabotropne GABAGg receptore. Adaptirano prema (Roth and Draguhn, 2012).

Sveobuhvatna i opsteprihvacena klasifikacija interneurona i dalje ne postoji s obzirom da se vrste
GABAergickih celija pored porekla razlikuju 1 po pitanju morfoloskih, neurohemisjkih i
elektrofizioloskih karakteristika (Ascoli et al., 2008). Zbog mogucénosti lokalizacije nezavisnih podrupa
¢elija imunohistohemijskim metodama, najpragmatic¢nija i najceS¢e koriSéena jeste neurohemijska
podela. Prema ovoj podeli, GABAegicke ¢elije se dele u 3 glavne podrgupe i to na parvalbumin (PV+),
somatostatin (SST+) i serotoninski receptor tip 3A (5-HT3AR+) imunopozitivne ¢elije. Dodatno, 5-
HT3AR+ celije predstavljaju heterogenu grupu gde spadaju holecistokinin (CCK+), vazoaktivni
intestinalni peptid (VIP), kalretinin (CR+), neuropeptid Y (NPY+) i reelin imunopozitivne ¢elije (Lim
et al., 2018). Neurohemijska kompleksnost dodatno je zakomplikovana ¢injenicom da se jedna grupa
imunopozitvnih celija Cesto javlja u vise morfoloskih oblika i obratno. Primera radi, oko 75% SST+
neurona ¢ine multipolarne Martinotti Celije, koje se odlikuju ovoidnim ili vretenastm telom i bogatom
aksonskom arborizacijom. Ostatak ¢ine non — Martinotti celije i ovde se svrstavaju izmedu ostalih
projekcioni interneuroni ¢iji dugi aksoni dospevaju do susednih mozdanih regiona, kao i double — bouqet
¢elije ¢iji su aksoni zaduzeni za translaminarnu i transkolumnarnu inhibiciju (Riedemann, 2019).
Suprotno opisanom fenomenu u kome jedna neurohemijska grupa ¢elija egzistira u vise morfoloskih

oblika, kosaraste (basket) celije, koje se odlikuju poligonalnim oblikom ¢elijskog tela i perisomatskom
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inhibicijom susednih glutamatergickih ¢elija mogu biti PV+ i CCK+ pa tako predstavljaju dve nezavisne
populacije GABAergickih neurona (Lim et al., 2018) (slika 6).

A PV SST Htr3a
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Chandelier ¢elije celije COKENIPE
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Slika 6. (A) Shematski prikaz podele interneurona mozdane kore. U 3 glavne podklase GABAergickih éelija razlikujemo
PV+, SST+ i BHT3AR+ ¢elije. (B) Shematski prikaz distribucije interneurona u razli¢itim slojevima mozdane kore.

Adaptirano prema (Lim et al., 2018).

Izuzev morfoloskih sli¢nosti 1 €injenici da su rasprostranjene u svim slojevima mozdane kore
PV+ i CCK+ ¢elije znacajno se razlikuju po pitanju porekla, elektri¢ne aktivnosti i ekspresije pojedinih
receptora (Kawaguchi and Kondo, 2002). PV+ ¢elije poti¢u iz medijalne ganglijske eminencije, a
elektri¢na aktivnost odlikuje se akcionim potencijalima brzog otklona (fast spiking) (Kawaguchi and
Kubota, 1997; Xu et al., 2004). Takode, poznato je da PV+ ¢elije generiSu gama-oscilacije (30 - 80 Hz),
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tako da se smatra da aktivnost ove ¢elijske populacije u poredenju sa ostalim GABAergi¢kim ¢éelijama
ima najveci uticaj na regulaciju E/I balansa (Buzséki and Draguhn, 2004). Sa druge strane non — fast
spiking CCK+ ¢elije nastaju iz kaudalne ganglijske eminencije (Tricoire et al., 2011) i unutar ove
subpopulacije razlikujemo dve podgrupe: male basket CCK+ ¢elije koje koeksprimiraju VIP i velike
basket CCK+ ¢elije. Male CCK+ su nesto brojnije i one ¢ine oko 60% svih CCK+ ¢elija (Kubota and
Kawaguchi, 1997). Dodatno, PV+ i CCK+ ¢elije razlikuju se i po pitanju ekspresije receptora. Naime,
CCK+ ¢elije eksprimiraju kanabinoidni receptor tip 1 (CB1R) na aksonskim terminalima i ve¢ pomenuti
jonotropni serotoninski receptor tip 3A (5-HT3AR) na telu celije za razliku od PV+ ¢elija koje ne
poseduju ove receptore (Katona et al., 1999; Vucurovic et al., 2010; Armstrong and Soltesz, 2012) (slika
7). lako je funkcija CCK+ ¢elija do danas i dalje nepoznata, novije studije ukazuju da njihova aktivnost
ucestvuje u regulaciji raspolozenja i radne memorije (Whissell et al., 2015; Nguyen et al., 2020). Za
razliku od CCK+ ¢elija, znatno vise se zna o fiziolo$koj i patofizioloskoj ulozi PV+ ¢elija. Bitna odlika
ovih ¢elija, bar kada je u pitanju izlozenost stresu, jeste visok nivo ekspresije glukokortikoidnog
receptora (GR) na ¢elijskim membranama (McKlveen et al., 2016). Posledi¢no, smatra se da PV+ Celije
PFC-a igraju centralnu ulogu u procesuiranju suvi$nog oslobadanja glukokortikoida i regulaciji
neuroendokrine i bihejvioralne adaptacije na stres (McKlveen et al., 2019). Takode, dokazano je da radna
memorija, kognitivna fleksibilnost i paznja u potpunosti zavise od ocuvane aktivnosti PV+ neurona PFC-
a (Murray et al., 2015; Kim et al., 2016). Vazno je napomenuti da PV+ ¢elije Cine jedinu podklasu
GABAergickih celija kore koja dobija direktnu ekscitatornu talamicku inervaciju, poput piramidalnih
¢elija (Delevich et al., 2015). Imajuci u vidu da su PV+ ¢elije od presudnog znac¢aja u regulaciji elektri¢ne
aktivnosti piramidalnih ¢elija, kao i ucestale nalaze njihove disfunkcije kod shizofrenije, Smatra se da
poremecaj PV+ neurona predstavlja glavni substrat kognitivne disfunkcije u shizofreniji (Lewis et al.,
2012).
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Slika 7. Ilustrativni prikaz perisomatske inhibicije piramidalne ¢elije od strane PV+ i CCK+ basket ¢elija. Primecuje se i
prisustvo PV+ ¢éelije Chandelier tipa koja vr$i akso - dendritsku inhibiciju piramidalne ¢elije. Na aksonskom terminalu CCK+
¢elije zapaza se ekspresija CB1R. Adaptirano prema (Fish et al., 2011).

1.5. Sinapticka plasti¢nost

Sinapticka plasti¢nost se definiSe kao sposobnost sinapse da modifikuje stepen transmisije u
odnosu na elektri¢nu aktivnost. Pored toga, smatra se da sinapticka plasti¢nost ima presudni znacaj tokom
mozdanog razvoja i ranog sazrevanja neuronskih krugova, a sve veéi broj dokaza istiCe poremecaj
sinaptiCke plasti¢nosti u patogenezi mentalnih poremecaja. Prvobitno oktrivena u hipokampusu,
dugoroc¢na sinapti¢ka potencijacija (long term potentiation, LTP) predstavlja do danas naj¢e$ce i najvise
ispitivan fenomen sinapticke plasti¢nosti. Ovaj fenomen podrazumeva da ponavljana aktivacija nervne
sinapse dovodi do potencijacije tj. pojacanja eskcitabilnosti sinapse koja traje od nekoliko sati pa i do
nekoliko dana (Citri and Malenka, 2008). Suprotno, smanjenje sinapti¢ke ekscitabilnosti kao posledica
smanjene transmisije predstavlja fenomen dugorocne sinapticke depresije (long term depression, LTD).
Mehanizam ova dva fenomena zasniva se promenama u gustini ekspresije jonotropnih NMDA i AMPA

receptora na postsinaptickom terminalu (Lischer and Malenka, 2012).
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Brojna istrazivanja hemijskih 1 fizickih svojstava sinapasi tokom proteklih nekoliko decenija
dovela su do misljenja da istaknuti ¢lan familije neurotrofina brain derived neurotrohic factor (BDNF),
predstavlja vazan medijator sinapticke plasticnosti. U odgovoru na sinapticku aktivnost, BDNF se
oslobada iz aksona i dendrita §to dovodi do modifikacije brojnih aspekata sinapticke funkcije (Kuczewski
et al., 2010). Signalna kaskada pokrece se vezivanjem BDNF-a za TrkB kinazu. Po vezivanju, dolazi do
dimerizacije TrkB, aktivacije kinazne aktivnosti 1 pokretanja kompleksne intracelijske signalne kaskade
koja ukljucuje Pi3K/Akt put, MAP kinaze, mTOR signalizaciju, oslobadanje intracelularnog kalcijuma i
aktivacije CaMKII. Kao rezultat, dolazi do indukcije LTP, pokretanja sinteze proteina i remodelovanja
dendritskih spina (Sasi et al., 2017). Smatra se da prekursor BDNF — a (proBDNF) vezivanjem za p75
neurotrofinski receptor ostvaruje efekte suprotne BDNF — u. Primera radi, proBNDF dovodi do LTD i
stimulacije apopotoze (slika 8). Tako BNDF/TrkB kinaza sa jedne i proBDNF/p75 neurotrofin receptor
sa druge strane najverovatnije predstavljaju primer funkcionalnog antagonizma. Pretpostavlja se da
odnos BDNF/proBDNF odreduje da li ciklus nervne ¢elije tezi prezivljavanju ili programiranoj ¢elijskoj
smrti (Tang et al., 2021).
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Slika 8. Shematski prikaz efekata BDNF - a i njegovog prekursora proBDNF - a. Vezivanjem za TrkB kinazu, BDNF pokrece
signalnu kaskadu koja generise LTP, stimuliSe sinapticko remodelovanje i prezivljavanje ¢elije. Suprotne efekte u vidu

generisanja LTD i apoptoze ostvaruje proBDNF vezivanjem za p75NTR. Adaptirano prema (Licznerski and Jonas, 2018).

| pored brojnih istrazivanja o uticaju RTI - a na biologiju BDNF - a, brojna pitanja su i dalje
nerazjasnjena. Roceri i saradnici, prvi su ukazali na vaznost uzrastnog doba u kome se ispituje ekspresija
BDNF-a, ali i na nedoslednost rezultata kod rali¢itth MD modela. U studiji u kojoj je koris¢en 24 -
¢asovni model maternalne deprivacije nije primeéeno odstupanje eskpresije BDNF - a u PFC-u adultnih
pacova (Roceri et al., 2002). Ista grupa istrazivaca primenila je model 3 - ¢asovane dnevne separacije
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tokom neonatalnog perioda $to je rezultiralo u smanjenoj ekspresiji BDNF-a u PFC-u adultnin MD
zZivotinja, dok je ekspresija BDNF-a na PND 17 bila povecana (Roceri et al., 2004). Uticaj MD na BDNF
ispitivan je i u drugim mozdanim regionima. U hipokampusu, dolazi do nishodne regulacije BDNF - a
kod MD pacova na PND 40, sto kod ljudi odgovara periodu adolescencije (Marco et al., 2013). Sli¢no
kao i kod PFC - a, objavljeni rezultati pokazuju smanjenje ili odsustvo promene ekspresije BDNF - a u
hipokampusu adultnih MD pacova (Réus et al., 2013; Pinheiro et al., 2015). Pored PFC - a i hipokampusa,
promene u ekspresiji BDNF-a pronadene su i u amigdali, nc. accumbens - u i hipotalamusu MD zivotinja
(Berman et al., 2014; Garcia-Gutiérrez et al., 2016). Navedene studije ukazale su da razli¢iti modeli
maternalne deprivacije daju raznolike rezultate po pitanju ekspresije proteina, ¢ime se dodatno
komplikuje sveukupno zakljucivanje zbog velikog broja tehnickih razlika medu laboratorijama u primeni
modela RTI - a.

Mikroglija, celijska komponenta takozvanog urodenog imunskog odgovora, predstavlja
populaciju stalno nastanjenih fagocita u mozgu. Pored tradicionalno poznate uloge mikroglije u
neuroinflamaciji pri odgovoru na oste¢enje, poznata je i uloga mikroglije u sinaptickoj plasti¢nosti 1
remodelovanju (Wu et al., 2015). Postoje dva funkcionalna oblika mikroglijalnih ¢elija, mirujuéi (resting
state) i aktivacijski. U zavisnosti od prisustva okolnih faktora stimulacije, ¢elije mogu prelaziti iz jednog
oblika u drugi. Mirujuca, resting state mikroglija se morfoloski odlikuje razgranato$¢u nastavaka i
takozvanom “strazarskom” ulogom koja podrazumeva nadzor i stabilizaciju sinapsi (Kabba et al., 2018).
Ovu ulogu, mirujuc¢a mikroglija ostvaruje kako putem direktne fizicke interakcije sa sinapsama, tako i
putem sekrecije BDNF - a, ali i drugih neurotrofickih faktora kao $to su insulinu slican faktor rasta
(insulin-like growth factor) i nervni faktor rasta (nerve growth factor) sto dodatno doprinosi procesu
sinaptickog remodelovanja (Saijo and Glass, 2011; Ferrini and De Koninck, 2013). S druge strane,
postoje dva fenotipa aktivirane mikroglije koja se za razliku od razgranate mirujuce mikroglije odlikuje
pokretnom ameboidnom gradom i fagocitoznom aktivnoséu (Ferrini and De Koninck, 2013). Proces
transformacije mikroglije iz faze mirovanja u aktivacijsku, fagocitnu mikrogliju, odvija se kroz tzv.
reakcijsku fazu u kojoj dolazi do povecanja zapremine Celijskog tela zajedno sa skradenjem i
zadebljanjem nastavaka (Walker et al., 2013) (slika 9). Tako razlikujemo “klasi¢no” aktiviranu
mikrogliju koja eksprimira pro - inflamatorne faktore (M1 fenotip) i remeti normalnu sinapticku
plasti¢nost (Singhal and Baune, 2017) i “alternativno” aktiviranu mikrogliju koja eksprimira anti -
inflamatorne faktore (M2 fenotip) neuroprotektivnog dejstva (Orihuela et al., 2016). Takode, vazno je
napomenuti i ulogu mikroglije u fagocitozi viska sinapsi tokom razvoja mozga, sto isti¢e vaznost funkcije

mikroglije u sazrevanju neuronskih krugova (Schafer et al., 2012).
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Slika 9. Tlustrativni prikaz mirujuce (resting state) mikroglije koju morfoloski karakteri$u tanki nastavci i izrazita razgranatost
i aktivirane mikroglije koja nakon reakcijske faze zadebljanja i skrac¢ena nastavaka dobija ameboidni izgled. Adaptirano prema

(Walker et al., 2013).

U pogledu uticaja stresa na mikrogliju, akutni 1 subhroni¢ni stres dovode do aktivacije mikroglije
u strukturama za koje je poznato da ucestvuju u procesuiranju stresa kao sto su hipokampus, amigdala i
PFC (Frank etal., 2007; Wohleb et al., 2012). Ipak, tesko je sa sigurno$¢u utvrditi samu prirodu aktivacije
u pogledu ispoljavanja M1 i/ili M2 fenotipa naroCito imajué¢i u vidu metodoloske razlike izmedu
pojedinih studija (Walker et al., 2013). Uticaj RTI na mikrogliju do sada je temeljno ispitan samo u
hipokampusu gde su pokazane promene Iba-1 imunopozitivnih (Iba-1+) ¢elija u vidu povecéanja celijske
gustine i promene obrasca arborizacije nakon izlaganja RTI - u (Roque et al., 2016; Banqueri et al.,
2019b; Réus et al., 2019; Wang et al., 2020). Ipak, ostaje da se razjasni kratkoro¢ni i dugoroc¢ni uticaj
RTI - a na mikrogliju PFC - a.

1.6. Kognitivna fleksibilnost

Kognitivna fleksibilnost se definiSe kao sposobnost individue da prilagodi nacin donoSenja
odluka u odnosu na promenu uslova sredina. S prakti¢ne strane, ovakva sposobnost podrazumeva
spremnost jedinke da prihvati nove okolnosti to jest takozvana nova “pravila igre” u cilju sopstvene
dobrobiti. Visok nivo kognitivne fleksibilnosti povezan je sa boljim kvalitetom Zzivota i vecom
otporno$c¢u na negativne Zivotne okolnosti i stresne dogadaje u odraslom dobu (Dajani and Uddin, 2015).

Osnovni parametri kognitivne fleksibilnosti, merljivi bihejvioralnim testovima su reverzno ucenje
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(reversal learning) i kvalitativna promena seta paznje (attention set shift) (Logue and Gould, 2014). Pri
obavljanju nekog zadatka, potrebno je da jedinka prati relevantne, a ignoriSe nerelevantne senzorne
modalitete (stimuluse). Primera radi, od ispitanika se zahteva da donosi odluke na osnovu vidnih
senzacija, a da ignoriSe auditivne. Ukoliko radi postizanja cilja priroda zadatka zahteva od jedinke da
zameni do tog trenutnka relevantni za do tog trenutka nerelevantni stimulus, sposobnost ovakve
adaptacije je mera kognitivne fleksibilnosti i naziva se attention set shift (Tait and Brown, 2010).
Reverzno uéenje s druge strane zasniva se na sposobnosti jedinke da adaptira odgovor na promenu (ta¢no
vs neta¢no) koja nastaje unutar istog senzornog modaliteta. Primera radi, od ispitanika se zahteva da
odabere izmedu karata razli¢itih boja (vidne senzacije), od kojih jedna predstavlja tacan izbor, da bi se u
odredenom trenutku ispitivanja zamenila karta ta¢nog izbora drugom bojom. U zavisnosti od vrste
senzornog modaliteta razlikuju se i vrste reverznog ucenja kao na primer vizuelno, senzorno, spacijalno
i olfaktivno (Izquierdo et al., 2017).

Najcesce korisceni test za ispitivanje kognitivne fleksibilnosti je Wisconsin Card Sorting Task.
Deficitarni skor na ovom testu govori u prilog postojanja kognitivne nefleksibilnosti i lezije PFC - a
(Lange et al., 2017). Kognitivna nefleksibilnost predstavlja prili¢no ¢est nalaz u klinickim studijama.
Tako su do danas objavljene razli¢ite forme deficita reverznog ucenja kod pacijenata obolelih od
mentalnih poremecaja kao $to su shizofrenija, bipolarni poremecaj, depresija i anksioznost (McKirdy et
al., 2009; Dickstein et al., 2010; Zhu et al., 2020; Xia et al., 2021). Kognitivno oStecenje prisutno je u
preko 80% obolelih od shizofrenije (Keefe and Fenton, 2007) i danas se smatra centralnim patoloskim
entitetom ove bolesti. Dodatni zna¢aj predstavlja slaba uspesnost leenja to jest farmakorezistencija
(Green, 2016). Da li je kognitivna nefleksibilnost osnova ili samo deo kognitivnhog spektra kod
shizofrenije ostaje da se razjasni. U svakom slu¢aju oSteCenje reverznog ucenja prisutno je kod razli¢itih
klinickih tipova shizofrenije i prema fMRI istrazivanjima predstavlja pokazatelj PFC disfunkcije (Waltz
and Gold, 2007). Imajuci u vidu poveéanu ucestalost RTI kod mentalnih poremecaja, primena animalnih
modela kao Sto je maternalna deprivacija figurira kao relevantno orude koje nam moZze pomo¢i u
razjaSnjavanju odgovora na pitanja: Da li prozivljeno iskustvo traume tokom detinjstva dovodi ili
olakSava razvoj kognitivnog deficita u vidu kognitivne nefleksibilnosti? Na kojim morfoloskim i
funkcionalnim mehanizmima se temelji ovaj potencijalan uticaj?

PFC obavlja centralnu ulogu u regulaciji reverznog ucenja, iako ne sam vec¢ u sadejstvu sa drugim
strukturama kao $to su amigdala, striatum i hipokampus (Bissonette and Powell, 2012). Studije na
animalnim modelima dodatno istiu povezanost o¢uvane GABAergicke funkcije PFC - a i reverznog
ucenja. Rezultati ovih istrazivanja pokazali su prisustvo GABAergi¢ke disfunkcije u mPFC - u i OFC -

U pacova i miSeva kojima je indukovano oStecenje reverznog ucenja (Bissonette et al., 2010; Li et al.,
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2016a; Yang et al., 2021). Zanimljivo, hipofunkcija PV+ i somatostatin imunopozitivnih (SST+) ¢elija
u mPFC - u pacova, izazvana lokalnom injekcijom lentivirusa dovodi do deficita reverznog ucenja (Perez
et al., 2019). BDNF takode, zauzima vazno mesto u kognitivnom funkcionisanju. Ovaj neurotroficki
faktor neophodan je za sazrevanje i uspostavljanje fizioloskog inhibitornog tonusa u PFC - u. Poremecaj
u sintezi i ekspresiji BDNF - a dovodi do disfunkcije GABAergickih celija i slabljenja hipokamplano -
prefrontalne kontrole kognitivne fleksibilnosti i ostecenja reverznog ucenja (Sakata et al., 2009, 2013).
Pored toga, poznato je da ocuvana kognitivna fleksibilnost zahteva ocuvanost sinapti¢ke plasti¢nosti u

PFC-u (Kroener et al., 2012; Jett et al., 2017).
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2. CILJEVI
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Ciljevi ove doktorske teze su bili slede¢i:
Ispitati dugotrajni uticaj MD na gustinu i distribuciju ukupne interneuronske populacije
(GADG67+ ¢elije), kao i basket interneurona (PV+ i CCK+ ¢elije) u subregionima mPFC -ai OFC

- a mozga pacova

Ispitati kratkotrajni i dugotrajni uticaj MD na pokazatelje sinapticke plasti¢nosti PFC — a
metodom Western blot (BDNF, 1bal)

Ispitati dugotrajni uticaj MD na funkciju PFC - a bihejvioralnom analizom sposobnosti ucenja,

radne memorije i kognitivne fleksibilnosti
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U eksperimentima su kori$¢eni pacovi oba pola, soja Wistar koji su uzeti iz uzgajaliSta Instituta
za farmakologiju, klini¢ku farmakologiju i toksikologiju u Beogradu. Imunohistohemijska i bihejvioralna
ispitivanja sprovedena su na Institutu za anatomiju ,,Niko Miljani¢“ Medicinskog fakulteta u Beogradu.
Digitalizovane fotokomikrografije dobijene su na Institutu za istrazivanja na mozgu Cecile & Oscar
Vogt, Heinrich Heine Univerziteta u Diseldorfu. Biohemijska ispitivanja sprovedena su na Institutu za
medicinsku i Klinicku biohemiju Medicinskog fakulteta u Beogradu i Laboratoriji za biologiju i
biohemiju, Univerziteta u Atini. Maksimalan napor je uloZen u cilju smanjivanja patnje i broja
eksperimentalnih Zivotinja tokom ispitivanja. Svi eksperimenti su sprovedeni u skladu sa National
Institute for Health (NIH) Vodi¢em za brigu i upotrebu laboratorijskih zivotinja i odobreni su od strane

Eticke komisije za dobrobit laboratorijskih Zivotinja.

3.1. Zivotinje

Kontrolna (Co) i MD legla dobijena su sparivanjem po jednog muzjaka sa dve Zenke poreklom
iz istog legla (sestre) pri ¢emu je randomno okot jedne Zenke bio predodreden za MD, a okot druge Zenke
za kontrolno leglo. Zivotinje su ¢uvane u kavezima od pleksiglasa (26 x 42 x 15 c¢m) sa piljevinom u
uslovima kontrolisane temperature (23 +1°C) i vlaznosti vazduha (40-70%). Ciklus svetlo/tama
smenjivan je na svakih 12 ¢asova (upaljena svetla od 7:00 do 19:00). Hrana i voda bili su dostupni ad
libitum. Nakon dve nedelje i potvrde trudnoce, skotne Zenke su pojedina¢no smestane u kaveze, a dan
porodaja, oznacen kao nulti postnatalni dan (PND 0) je strogo kontrolisan dva puta dnevno, ujutru i
uvece. Osim za rutinsko ¢iséenje kaveza, merenje telesne mase i MD postupak (videti 2. Eksperimentalni
postupak), nismo uznemiravali Zivotinje sve do dana Zrtvovanja. U eksperimentima smo Koristili ukupno
15 legala, 7 Co i 8 MD pri ¢emu smo radi izbegavanja seksualnog dimorfizma za istrazivanje koristili
samo muzjake. Dvadeset drugog postnatalnog dana (PND 22) zivotinje su klasifikovane prema polu i
grupi, a zatim premeStene U nove kaveze u grupama od 2-4 zivotinje U zavisnosti od ispitivanja za koje
su bile predodredene daljim tokom eksperimenta (Co vs. MD).

Prva grupa Zivotinja koje su koris¢ene za Western blot (WB) zrtvovane su desetog postnatalnog
dana (PND 10). Druga i tre¢a grupa Zivotinja zrtvovane su PND 60, pri ¢emu je druga grupa koris¢enja
za morfoloska ispitivanja, a tre¢a grupa za WB. U cilju izbegavanja efekta legla za morfoloska ispitivanja
i WB kori$éene su Zivotinje poreklom iz 3 - 4 legla po grupi (Co vs MD). Cetvrtu gupu ¢&inile su po dve
zivotinje iz svakog legla, a koriS¢ene su za ispitivanje sposobnosti uc¢enja, radne memorije i kognitivne
fleksibilnosti izmedu PND 56 — 59 (slika 10).
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Slika 10. (A) Shematski prikaz eksperimentalnog dizajna i nadina odabira Zivotinja za morfoloska, biohemijska i bihejvioralna
ispitivanja. (B) VVremenski tok eksperimenta

3.2. Eksperimentalni postupak

Postupak maternalne deprivacije je izveden devetog postnatalnog dana (PND 9) odvajanjem
mladunaca od majke na period od 24 ¢asa prema prethodno ustanovljenom protokolu (Ellenbroek et al.,

1998, 2004). S obzirom da su period sparivanja sa muzjakom provele dve zenke poreklom iz istog legla,
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metodom slucajnog izbora, mladunci jedne Zenke bili su odredeni za buduce Co leglo, dok su mladunci
druge Zenke bili odredeni za buduc¢e MD leglo. Na PND 9 u 10:00, nakon merenja telesna mase, svi
mladunci iz MD legala odvojeni su od majke na 24 Casa, pri Cemu je majka premeStena u susednu
prostoriju uzgajalista u zaseban kavez radi eliminisanja zvukova koji bi ukazali na njeno prisustvo kao
Sto su lupanje o kavez, grebanje i skicanje. Co legla nisu odvajana od majke izuzev za period tokom
kojeg im je merena telesna masa (3 minuta). Nakon isteka 24 ¢asa separacije, desetog postnatalnog dana
(PND 10)u 10:00, majke su vrac¢ene svojim leglima pri ¢emu je mladuncima obe ispitivane grupe ponovo
izmerena telesna masa. Postupak maternalne deprivacije uvek je vrsen tako $to su svi mladunci iz legla,

ukljucujuéi i muzjake i zenke odvajani od majke.

3.3. Morfoloska ispitivanja

3.3.1. Priprema tkiva za imunohistohemijsko bojenje

Kako bi ispitali dugotrajni uticaj MD na morfologiju interneurona u PFC - u, po 6 zivotinja iz Co
I MD grupe su Zrtvovane Sezdesetog postnatalnog dana (PND 60). Ovaj uzrast odgovara mladom
adultnom dobu u Zivotnom veku pacova (McCutcheon and Marinelli, 2009). Zivotinje, telesne mase 220
- 270 g, su anestezirane letalnom dozom kombinacije ketamina i ksilazina (100mg/kg telesne mase;
33mg/kg telesne mase), intraperitonealnom injekcijom u donji levi kvadrant prednjeg trbusnog zida.
Nakon $to je kod Zivotinja ustanovljena duboka anestezija pristupljeno je fiksaciji ekstremiteta za
podlogu od stiropora, pazljivom preparisanju prednjeg trbusnog zida, podizanju prednjeg zida grudnog
kosa i transkardijalnoj aplikaciji sistema za perfuziju. Nakon sto je uz pomo¢ kleme igla pri¢vrséena u
levoj komori i presecen zid desne pretkomore usledilo je ispiranje sa 150 - 200 ml fiziolo§kog rastvora
(0,9% NacCl), a potom i fiksacija sa 220 - 250 ml rastvora 4% paraformaldehida u 0,1M fosfatnom puferu
(PB) pH 7,4. Uspesnost fiksacije je proveravana na osnovu stepena krutosti korena repa. Po izvrSenoj
dekapitaciji, mozgovi su izvadeni (slika 11) i naknadno fiksirani preko noci potapanjem u isti fiksativ
kojim je vrSena perfuzija, nakon ¢ega su prebaceni u 30% rastvor saharoze u 0,1M PB pH=7,4 do
njihovog potonuca u cilju sprecavanja formiranja Kristala leda u tkivu (krioprezervacija). Mozgovi su
zatim duboko zamrznuti i ¢uvani na -80°C sve do secenja na kriotomu. Serijski frontalni koronalni
preseci debljine 25um dobijeni su koris¢enjem kriotoma (Leica CM1850, Nussloch, Nemacka) na -25°C.
Prethodno je kaudalni pol mozga fiksiran za kriostatski nosa¢ kori§¢enjem kriostatskog medijuma (Killik,
Milano, Italija) tako da je ventralni pol orjentisan prema secivu. Smrznuti preseci su sakupljani na

pozitivno naelektrisana Super Frost Ultra Plus predmetna stakla (Thermo Fischer Scientific, Waltham,
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SAD) uz postovanje standardnih stereoloskih principa tako da se nakon zavr$ene serije seGenja na jednoj
plocici nalazilo 6 frontalnih preseka medusobne udaljenosti 250um (slika 12). Preseci su ¢uvani na -

20°C do imunohistohemijskog bojenja.

1. OTVARANJE GRUDNOG KOSA 2. TRANSKARDIJALNA PERFUZIJA 3. VADENJE MOZGA

Slika 11. Prikaz transkardijalne perfuzije i ekstrakcije mozga. Nakon resekcije prednjeg trbusnog zida, boénih zidova grudnog
koSa i pripoja dijafragme pristupa se srcu i postavljanju vrha injekcione igle u levu komoru uz pomo¢ kleme. Nakon ispiranja

fizioloskim rastvorom i perfuzije sa 4% PFA sledi dekapitacija, kraniotomija i vadenje mozga.
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Slika 12. Standardizovani stereolo$ki na¢in sakupljanja smrznutih preseka na predmetna stakla. Adaptirano prema (Paxinos
and Watson, 2007)
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3.3.2. Imunohistohemija

Nakon odmrzavanja i 30 - minutne adaptacije na sobnu temperaturu, preseci su rehidrirani u
0,01M fosfatnom puferu sa 0,9% NaCl (PBS) (3 x 10 min). Preseci koji su bojeni na GAD67 i CCK
dodatno su ispirani u 0,5% Triton X-100 PBS - u (3 x 5 min). Ostatak slobodnih aldehidnih grupa u
presecima blokirani su primenom 0,1% glicina u PBS - u (10 min), nakon ¢ega je usledilo blokiranje
nespecifi¢nog vezivanja antitela primenom 10% govedeg seruma (BSA) (Serva, Heidelberg, Nemacka)
u 0,3% Triton X-100 PBS - u (za PV) ili 0,5% Triton X-100 PBS - u (za GAD67 i CCK) tokom jednog
Casa na sobnoj temperaturi. Sva primarna antitela rastvorena su u 0,5% Triton X-100 PBS - u sa 2% BSA,
a zatim naneta na preseke u vlaznoj komori na +4°C tokom 24 - 48h. Kori$¢ena primarna antitela, njihova
razblazenja i period inkubacije prikazani su u tabeli 1. Nakon inkubacije sa primarnim antitelima, preseci
su ispirani u PBS - u (3 x 5 min) i inkubirani sa odgovaraju¢im sekundarnim antitelima (tabela 1)
rastvorenim u PBS - u sa 2% BSA tokom 2 sata u mraku na sobnoj temperaturi. Preseci su zatim temeljno
isprani u PBS - u (5 x 5 min), a nuklearno bojenje izvr§eno dodavanjem diamidino-2-fenilindola (DAPI)
(1:10000, Serva, Heidelberg, Nemacka) tokom 10 minuta u mraku na sobnoj temperaturi. Preseci su
ponovo temeljno isprani u PBS - u (5 x 5 min), nakon ¢ega su naneti Mowiol (Sigma Aldrich, St. Louis,

SAD) i pokrovno staklo. Nakon susenja preko no¢i, preseci su ¢uvani na +4°C u mraku.

Tabela 1. Primarna i sekundarna antitela kori$¢ena za detekciju imunopozitivnih éelija

antitelo vrsta katal?Skl br?J ! razblaZenje | . perlod"
proizvodac inkubacije
rimarno misje MABS406
anti — GAD67 P ! MilliporeSigma 1:1000 48h
monoklonsko
SAD
. . MAB1572
anti — PV PHIMATRO MINIE 1y iy jinoreSigma | 1:2000 24h
monoklonsko
SAD
rimarno, zecji 2581
anti - CCK PHTELHo, Z64] MilliporeSigma 1:1000 48h
antiserum
SAD
. A-11001
anti - mis sekundarno kozje, Invitrogen 1:200 2h
Al Fl 4 ’
exa Fluor® 488 SAD
i A-21428
anti - zec sekundarno kozje, Invitrogen 1:200 2h
Alexa Fluor® 488 . Aé’ '
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3.3.3. Dobijanje digitalizovnih fotomikrografija i kvantifikacija

U cilju kvantifikacije gustine ispitivanih imupozitivnih ¢elija, digitalizovane fotomikrografije
subregiona PFC - a dobijene su koris¢enjem fluorescentnog sistema za skeniranje (Axio Scan. Z1, Zeiss,
Nemacka) pri uveli¢anju 20x (Plan Apochromat 20x/0.8 M27). Ovaj sistem daje moguénost snimanja
celokupnih frontalnih preseka pacovskog mozga i dobijanja slika u visokoj rezoluciji $to zatim
omogucuje relativno laku parcelaciju PFC-a na subregione na osnovu citoarhitektonskih karakteristika.
Kvantifikacija imunopozitinih ¢elija je sprovedena u 4 subregiona mPFC - a i jednom subregionu OFC -
a koje smo prethodno ogranicili na digitalizovanim slikama koriste¢i anatomski atlas pacovskog mozga
Paxinos i Watson (Paxinos and Watson, 2007). Imena, skracenice i prostorne koordinate subregiona
PFC - a u kojima je vrSena kvantifikacija imunopozitivnih ¢elija prikazani su u tabeli 2. Za svaki
pojedinac¢ni subregion, ¢elije su brojane na 5 sistematski randomno izabranih preseka koris¢enjem FIJI -
ja, javno dostupnog softvera za obradu biomedicinskih slika koji je baziran na programu ImageJ (ImageJ
v.1.46R, NIH, SAD). Svaki subregion je prvo digitalno opcrtan i izolovan kako bi ¢elije bile brojane na
izolovanoj slici. Nakon toga, izolovani subregion je prekriven resetkastom mrezom koriséenjem alatke
grid overlay, sa pojedinaénom povrsinom kvadratica od 53056pum?. Gustina imunopozitvnih éelija
odredivana je unutar randomno izabranih kvadrati¢a. Takode, broj imunopozitivnih ¢elija po kvadraticu
posebno je kvantifikovan za povrSinske i duboke slojeve kore u svakoj od ispitivanih subregiona. Tako
su slojevi 1 1 2/3 zajedno analizirani kao povrsinski slojevi, dok su slojevi 5 i 6 zajedno analizirani kao
duboki slojevi kore. U zavisnosti od povr$ine ispitivanog subregiona, ¢elije su brojane u 5 - 15 kvadratica.
Slojevi PFC - a prepoznati su i razlikovani na osnovu gustine celijskih jedara na DAPI obojenim
presecima i gustine nervnih ¢elija na dodatnoj grupi preseka obojenim po Nissl — u (Vogt and Paxinos,
2014) (slika 13).
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Tabela 2. Prostorne koordinate ispitivanih subregiona PFC — a

) ) koordinate
region skracenica

(u odnosu na bregmu)

rostralni deo

' roCgl 4,20 do 2,52mm
cingularne kore
prelimbicka PrL 5,16 do 2,52mm
kora
infralimbicka IL 3,72 do 2,52mm
kora | |
medijalna MO 5,64 do 4,20mm

orbitalna kora

rostralni deo
ventrolateralne rovLO 5,64 do 4,20mm
orbitalne kore

'f’ rocal 3 ll roCd;\‘\
S b
:I PiL :: ~~~~~ Ii PrL l,ll
R
PN e L
.': ‘M ll’ /I,—~\‘\\‘ “\ :\‘ ILvII"
/ <
R _
,\‘.
1. PFC - ROSTRALNI PRESEK 2. PFC - KAUDALNI PRESEK 3. NUKLEARNO BOJENJE (DAPI) -

PRIKAZ SLOJEVA

Slika 13. Reprezentativni prikaz subregiona u rostralnoj i kaudalnoj polovini PFC - a i nuklearnog bojenja (DAPI) na osnovu
kojeg je izvrsena identifikacija slojeva kore.
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3.4. Ispitivanje ekspresije proteina

Ekspresija pokazatelja sinapticke plasticnosti kvantifikovana je metodom Western Blot. U cilju
ispitivanja kratkotrajnog uticaja ranog zivotnog stresa na pokazatelje sinapticke plasti¢nosti u PFC - u,
desetog postnatalnog dana (PND 10) smo zrtvovali 4 zivotinje iz Co i1 5 Zivotinja iz MD grupe. Isti broj
Zivotinja po grupi Zrtvovan je Sezdesetog postnatalnog dana (PND 60) radi ispitivanja dugotrajnog uticaja
MD. Zivotinje Su Zrtvovane rapidnom cervikalnom dislokacijom nakon &ega su mozgovi brzo izvadeni i
na ledu izolovani frontalni reznjevi. Kako bi precizno i sa sigurnos$¢u izolovali frontalni rezanj, prvo je
na ventralnoj strani mozga identifikovana olfaktorna kvrga, a zatim ucinjen brz koronalni rez
kriostatskim nozem u nivou rostralnog kraja identifikovane strukture. Odseéci su zatim brzo izmereni na
analiti¢koj vagi i trenutno smrznuti uranjanjem u tecni azot. Do daljeg procesuiranja uzorci su ¢uvani na
-80°C. Homogenizacija uzoraka izvrsena je koris¢enjem ledeno - hladnog RIPA pufera (20 mM Tris—
HCI pH 7,6, 137 mM NaCl, 48 mM NaF, 2 mM NasVO4, 1% SDS, i 10% glicerol, 1:250 Protease
Inhibitor Cocktail, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD), nakon ¢ega su dobijeni homogenati centrifugirani 20
minuta na +4°C pri brzini od 14000 obrtaja u minuti. Ukupna koncentracija proteina u supernatantu
odredjivana je metodom po Bradford-u. Denaturacija proteina izvrsena je dodavanjem loading pufera
(LDS Sample buffer, Invitrogen, Waltham, SAD) i inkubacijom u vodenom kupatilu tokom 20 minuta na
+70°C. Koris¢enjem fabrickog 4 - 12% NuPAGE® Bis-Tris poliakrilamidnog gela (Invitrogen,
Waltham, SAD), proteini su razdvojeni prema tezini metodom elektroforeze pri konstantnom naponu od
200V tokom 55 minuta. Prethodno je u svaki bunari¢ dodato 20ug ukupnog proteina. Nakon
elektroforeze, proteini su prebaceni na 0,45um poroznu nitroceluloznu membranu (Whatman, Maidstone,
UK) metodom polu — suvog transfera. Nespecifi¢no vezivanje je blokirano uranjanjem membrana u 5%
nemasno suvo mleko rastvoreno u Tris-puferu koji sardrzi 0.05% Tween 20 (TBST) tokom 2 sata na
sobnoj temperaturi. Sva primarna antitela rastvorena su u istom rastvoru u kojem je prethodno izvrseno
blokiranje, a zatim inkubirana sa membranama preko noc¢i na +4°C. Koris¢ena primarna antitela i njihova
razblazenja prikazana su u tabeli 3. Nakon inkubacije sa primarnim antitelima, membrane su isprane u
TBST - u (3 x5 min), a zatim inkubirane sa odgovaraju¢im HRP - konjugovanim sekundarnim antitelima
(tabela 3) tokom 2 sata na sobnoj temperaturi. Usledilo je temeljno ispiranje u TBST-u (5 X 5 min) i
detekcija proteinskih tracica metodom pojacane hemiluminescencije koris¢enjem radiografskog sistema
za automatsko oslikavanje (ChemiDoc XRS+, Bio-Rad, Hercules, SAD) (slika 14). Denzitometrijska

kvantifikacija izvrSena je automatski u programu ImageLab.
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kataloSki broj i

Tabela 3. Primarna i sekundarna antitela kori§¢ena za detekciju pokazatelja sinapticke plasti¢nosti

antitelo vrsta . « razblaZenje
proizvodac
: : ab108319
anti — BDNF primarno rekombinantno Abcam 1:1000
ze¢je monoklonsko UK
ab5076
anti — Ibal primarno kozje poliklonsko Abcam 1:2000
UK
. - sc-396062
anti - GAPDH primarti mje Santa Cruz 1:1000
monoklonsko
SAD
4030-05
anti - zec sekundarno misje Southern Biotech 1:1000
SAD
Sc-2354
anti - koza sekundarno misje Santa Cruz 1:1000
SAD
; sc-516102
anti - mis 19G kappﬁ laki "’?‘”ac Santa Cruz 1:1000
vezujucl protein SAD
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PND60

PND10

1.VADENJE MOZGOVA; IZOLACIJA PFC

3. ELEKTROFOREZA

WESTERN BLOT

\;ﬁ/.

4. TRANSFER

6. HEMILUMINESCENCIJA \
2
l
5.INKUBACIJA ANTITELIMA

Slika 14. Shematski prikaz biohemijskog ispitivanja metodom Western blot. Odsecci frontalnih reznjeva su homogenizovani
i centrifugirani, nakon ¢ega su proteini razdvojeni metodom elektroforeze i izvr$en transfer na nitroceluloznu membranu.

Usledila je inkubacija membrana sa odgovaraju¢im primarnim i sekundarnim antitelima i detekcija proteinskih tracica
metodom hemiluminescencije
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3.5. Ispitivanje uéenja, radne memorije i kognitivne fleksibilnosti

U nameri da ispitamo da li RTI dovodi poremecaja funkcije PFC - a, Zivotinje u ranom adultnom
dobu smo podvrgli kognitivhom testu — Behavioral flexibility in a T-maze task (BFTMT) prema
prethodno ustanovljenom protokolu (Wenk, 2001). Koristili smo ukupno 15 legala pri ¢emu su po dva
muzjaka iz svakog legla koris¢ena za ispitivanje (n = 7 za Co, n = 8 za MD). Sva ispitivanja su sprovedena
u svetloj fazi ciklusa izmedu 10:00 — 12:00 i snimljena video kamerom. Kako bi ih motivisali za
testiranje, Zivotinje su pordvrgnute restriktivnom rezimu ishrane (7g/2 zivotinje - kavez) 3 dana pred
pocetak habituacije. Restriktivni rezim je trajao sve do kraja ispitivanja, pri ¢emu su kao hrana, a ujedno
i nagrada tokom testiranja koris¢ene ¢okoladne pahuljice (370kcal/100g). Habituacija, trening i testiranje
zivotinja sprovedeno je u drvenom T — lavirintu, koja se sastoji iz jedne start rucice (50 x 16 x 30 cm) i
dve rucice izbora (choice rucice, leve i desne, 50 x 10 x 30 cm). Start rucica je dodatno pregradena
klizaju¢om pregradom koja se podize na pocetku svakog pokusaja tokom treninga i testiranja. Na kraju
obe choice rucice nalazila se po jedna keramicka posuda: popunjena nagradnim ¢okoladnim pahuljicama

ili prazna (slika 15).

Choice ruéica

Keramicka posuda Klizajuce pregrade

Start rucica

Slika 15. T — lavirint. Adaptirano prema (Deacon and Rawlins, 2006).

Tokom habituacije (PND 55) zivotinje su pusStane u T - lavirint u trajanju od 15 minuta (3 x 5
min). Prvo su obe rucice izbora i keramicke posude posute ¢okoladnim pahuljicama, nakon cega je
zivotinji dozvoljeno da se slobodno kre¢e i istrazuje T - lavirint. Posle habituacije, usledio je
cetvorodnevni trening (PND 56 - 59, faza akvizicije). Kako bi bili sigurni da se zivotinje ne koriste culom
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mirisa pri odlu¢ivanju, van T — lavirinta su postavljene ¢okoladne pahuljice na jednakoj udaljenosti
(~10cm). Svaki dan treninga zapocinjao je forced izborom (5 min) tokom kojeg se rucica izbora sa
praznom kerami¢kom posudom (bez nagrade) blokira dodatnom pregradom. Na taj nacin, Zivotinja se
usmeravala u nagradnu rucicu izbora, u cilju stimulacije radne memorije ispitivane Zzivotinje. Po
zavrSetku forced izbora, dodatna pregrada se uklanjala, a zivotinja dobijala 10 pokusaja od po 2 minuta
da napravi izbor izmedu leve i desne rucice izbora, od kojih jedna sadrzi punu (tacan izbor), a druga
praznu (pogresan izbor) keramic¢ku posudu. Kao parametar izbora, podrazumevalo se da Zivotinja mora
jasno proturiti njusku u keramicku posudu. U slu¢aju ta¢nog izbora, zivotinji se dozvoljavalo da pojede
uzeti cokoladni keks, pre nego $to se vrati u start rucicu i zapo¢ne novi pokusaj. U slucaju pogresnog
izbora, Zivotinja se odmah vracala u start rucicu, kao i ukoliko Zivotinja nije napravila izbor tokom 2
predvidena minuta. Cetvrtog dana treininga (PND 60) koji je ujedno oznaden i kao dan testa, sprovedeno
je testiranje radne memorije i kognitivne fleksibilnosti. Kriterijum da zivotinja pristupi testiranju bio je
da tokom treceg dana treninga napravi minimum 8 izbora, nezavisno od odnosa ta¢nih i pogresnih.
Kvantifikacijom ta¢nih izbora tokom prvih deset pokusaja (test faza) ispitana je radna memorija. Nakon
desetog pokusaja, umesto zavrsetka testa i povratka u kavez, ispitivana zivotinja je vracena u start rucicu,
pri ¢emu su kriSom zamenjena mesta kerami¢kim posudama. Usledilo je novih 10 pokus$aja (reverzna
faza) u novonastalim uslovima ¢ime je sprovedeno testiranje kognitivne fleksibilnosti. Tokom reverzne
faze, pored broja ta¢nih odgovora dodatno je kvantifikovan i broj istrajnih greSaka — pogresni izbori u
nizu nakon zamene tacne rucice izbora, kao i broj regresivnih greSaka — pogresni izbori koje zivotinja
napravi nakon prvog taénog izbora u reverznoj fazi. UtroSeno vreme za donoSenje odluke mereno je
tokom testiranaja radne memorije i reverzne faze testiranja kao vremenski interval od podizanja klizajuce

pregrade (pocetka pokus$aja) i proturivanja nosa eksperimentalne zivotinje (trenutak izbora) (slika 16).
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Slika 16. llustrativni prikaz ispitivanja sposobnosti u¢enja, radne memorije i kognitivne fleksibilnosti. Nakon habituacije

usledio je ¢etvorodnevni trening. Svaki dan treninga po¢injao je petominutnim forced izborom posle kojeg je zivotinja dobijala

10 pokusaja da napravi izbor izmedu desne i leve ruice. Cetvrtog dana treninga koji je oznaéen kao dan testa, Zivotinjama je

tokom 10 pokusaja (test faza) ispitana radna memorija, nakon ¢ega su posude zamenjene i u novih 10 pokusaja (reverzna

faza) ispitano reverzno ucenje.
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3.6. Statisticka analiza

Dobijeni podaci telesne mase, ¢elijske gustine, ekspresije proteina, kao i podaci dobijeni tokom
ispitivanja radne memorije i kognitivne fleksibilnosti analizirani su koris¢enjem statisticke metode
generalized linear model (GLM) i graficki su prikazani dot plot dijagramima. Dobijeni podaci tokom
ispitivanja u¢enja i utroSenog vremena za donoSenje odluke tokom Cetvrtog dana treninga i reverzne faze
obradeni Su upotrebom statisticke metode generalized estimated equtions (GEE), graficki su prikazani
dijagramom razbijanja i dot plot dijagramom. Za sve podatke statisti¢ka znacajnost definisana je na nivou
verovatnoc¢e nulte hipoteze od p <0.0015. (0.05/33, ukupan broj statistickih poredenja). Korigovani nivo
statisticke znacajnosti je koriS¢en radi smanjenja mogucnosti greSke prvog tipa pri multiplim
testiranjima. Navedeni testovi su obradeni upotrebom softvera SPSS (Release 21, SPSS, SAD). Grafi¢ki

prikaz dobijenih rezultata izvrSen je u programu Interactive Dotplot (Weissgerber et al., 2017).
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4. REZULTATI
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4.1. Uticaj maternalne deprivacije na telesnu masu pacova

Kod kontrolnih mladunaca, telesna masa je bila statisticki znacajno veéa (GEE, efekat dana:
W1,36=42.533, p<0.0015) na PND 10 (18.64 + 4.369) u odnosu na PND 9 (17.03 + 3.7g). Suprotno, kod
MD mladunaca, telesna masa bila je statisticki znacajno manja (W131=20.562, p<0.0015) nakon
odvajanja od majke (PND 10, 19.45 + 5.67g vs. PND 9, 20.33 + 5.999) (slika 17; tabela 4).

KONTROLNA GRUPA MD GRUPA
25 - 35 -
* © *
QO 30 - (o] 5
20 - o)
-T- o]
) o 25 A
2 3
E 15 g 20 L
c o c
E 10 - ;3 15 1 o8
(] («}]
[ F oo
5 4
5
0 . 0
PND 9 PND 10 PND 9 PND 10

Slika 17. Telesna masa merena na PND 9i PND 10 u Co (A) i MD grupi (B). Dot plot grafikoni u panelima A i B predstavljaju
kvantifikaciju dobijenih rezultata kao sredi$nje vrednosti + SD (horizontalne crtice). Jedinice posmatranja predstavljaju
prosecne vrednosti telesne mase legala (kruziéi), n = 7 za Co, n = 8 za MD. Na PND 10, telesna masa kontrolnih legala bila
je statisticki znacajno visa (A), a MD legala znacajno niZa u osnosu na PND 9 (B). *p < 0.0015 PND 9 vs PND 10. PND 9

deveti postnatalni dan, PND 10 deseti postnatalni dan.
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deveti postnatalni dan, PND 10 deseti postnatalni dan.

Co MD

leglo iivk:)rt?ija PND 9 | PND 10 iivtz)';‘i’ija PND9 | PND 10
1 13 | 1379 | 1539 7 1946 | 18,39
2 7 2204 | 24,38 10 | 1473 | 14,10
3 / / / 12 | 1517 | 14,62
4 10 | 19,76 | 22,04 9 2754 | 26,25
5 10 | 1681 | 1810 9 1951 | 1850
6 10 | 1667 | 18,03 3 30,88 | 29,49
7 10 | 19,05 | 2117 7 1498 | 14,54
8 12 | 11,11 | 1142 9 2045 | 19,72
Srediwia | 1029 | 1703 | 1865 | 825 | 2034 | 1945
SD 189 | 370 | 436 266 | 599 | 567

Tabela 4. Telesna masa Co i MD legala na PND 9 i PND 10. Co kontrolna grupa, MD maternalno deprivirana grupa, PND 9

4.2. Dugotrajni uticaj maternalne deprivacije na gustinu GAD67+ ¢elija u prefrontalnom korteksu

Kako bi ispitali gustinu i distribuciju ukupne populacije interneurona kod MD Zivotinja, brojali
smo GAD67+ ¢elije (interneuroni) u 5 subregiona PFC - a, posebno za povrsinske i duboke kortikalne
slojeve. Maternalna deprivacija uzrokovala je statisticki znac¢ajno smanjenje gustine GAD67+ ¢elija kako
u povrsinskim (GLM: W1.11=15.890, p<0.0015), tako i u dubokim slojojevima roVLO (GLM:
W1,11=42.360, p<0.0015) mladih adultnih pacova. Statisticki znacajno smanjenje gustine GAD67+ ¢elija
pronadeno je i u povrsinskim slojevima MO (GLM: W1,11=10.327, p<0.0015) dok u dubokim slojevima
MO i celokupnoj kortikalnoj debljini roCg1, PrL i IL mladih adultnih pacova nije pronadena statisticki
znacajna razlika (slike 18 - 20; tabele 5 i 6).
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Slika 18. Uticaj MD na gustinu GAD67+ ¢elija u MO i roVLO mladih adultnih (PND 60) muzjaka. Dot plot grafikoni u
panelima A i B predstavljaju kvantifikaciju dobijenih rezultata kao sredi$nje vrednosti + SD (horizontalne crtice) i vrednosti
jedinica posmatranja (kruzi¢i), n = 6 po grupi, za povr$inske i duboke slojeve MO i roVLO. Kod MD zivotinja, pronadena je
smanjena gustina GAD67+ Celija u povrSinskim i dubokim slojevima roVLO (A, B), kao i u povrsinskim slojevima MO (A).
*p <0.0015 Co vs MD. Co kontrolna grupa, MD maternalno deprivirana grupa, MO medijalna orbitalna kora, roVLO rostralni
deo ventrolateralne orbitalne kore.
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Slika 19. . Uticaj MD na gustinu GAD67+ ¢elija u roCgl, PrL i IL mladih adultnih (PND 60) muzjaka. Dot plot grafikoni u
panelima A i B predstavljaju kvantifikaciju dobijenih rezultata kao sredi$nje vrednosti + SD (horizontalne crtice) i vrednosti
jedinica posmatranja (kruzi¢i), n = 6 po grupi, za povrsinske i duboke slojeve roCgl, PrL i IL. roCgl rostralni deo cingularne
kore, Co kontrolna grupa, IL infralimbi¢ka kora, MD maternalno deprivirana grupa, PrL prelimbicka kora.
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GADG7+ Celije

POVRSINSKI SLOJEVI DUBOKI SLOJEVI

roCg1

PrL

MO

roVLO

Slika 20. Reprezentative fotomikrografije GAD67+ imunohistohemijskog bojenja u povrsinskim (levo) i dubokim slojevima
(desno) PFC —a. roCgl1 rostralni deo cingularne kore, Co kontrolna grupa, IL infralimbicka kora, MD maternalno deprivirana

grupa, MO medijalna orbitalna kora, PrL prelimbi¢ka kora, roVLO rostralni deo ventrolateralne orbitalne kore. Barovi

predstavljaju duzunu 25 pm

42



Tabela 5. Gustina GA67+ ¢elija u povrsinskim slojevima PFC — a mladih adultnih (PND 60) muZjaka u odnosu na sredi$nje
vrednosti kontrolne grupe. Rezultati su prikazani u procentima (%). roCg1 rostralni deo cingularne kore, Co kontrolna grupa,
IL infralimbicka kora, MD maternalno deprivirana grupa, MO medijalna orbitalna kora, PrL prelimbi¢ka kora, roVLO rostralni
deo ventrolateralne orbitalne kore.

roCgl PrL MO rovLo 1L
Zivloj:l:nje Co MD Co MD Co MD Co MD Co MD
1 106,79 | 10534 | 104,12 | 100,21 | 83,72 | 8163 | 8834 | 7953 | 8447 9725
2 107,81 | 100,27 | 126,59 | 88,88 | 116,41 | 87,88 | 100,25 9393 | 9995 8645
3 117,80 | 91,96 | 9943 | 86,23 | 104,75 | 98,09 | 112,83 | 84,05 | 108,06 | 104,75
4 88,60 122,00 | 84,16 | 88,30 | 104,17 @ 94,46 | 111,90 | 92,82 | 103,38 | 93,20
5 92,32 | 8168 | 90,37 | 10256 | 92,04 | 8497 | 96,61 | 8199 | 11481 8555
6 86,66 91,70 | 9533 | 83,02 | 9892 @ 81,84 | 90,07 | 9550 | 89,33 | 92,75
‘\q/rr Zﬁ’ggﬁ i’ 100 | 98,82 | 100 | 91,53 | 100 | 88,14 | 100 | 87,97 | 100 | 9332
SD 1258 | 13,95 | 1476 | 7,94 | 11,30 @ 680 | 1051 690 | 1141 713

Tabela 6. Gustina GA67+ ¢elija u dubokim slojevima PFC — a mladih adultnih (PND 60) muzjaka u odnosu na sredi$nje
vrednosti kontrolne grupe. Rezultati su prikazani u procentima (%). roCg1 rostralni deo cingularne kore, Co kontrolna grupa,
IL infralimbicka kora, MD maternalno deprivirana grupa, MO medijalna orbitalna kora, PrL prelimbicka kora, roVLO rostralni
deo ventrolateralne orbitalne kore.

roCgl PrL MO rovLo 1L

zivstrinje Co MD| Co MD| Co MD| Co MD | Co MD
1 98,85 96,80 | 98,93 | 12567 | 87,69 10092 | 9848 | 8511 | 96,16 | 103,18

2 117,37 | 123,04 | 111,65 | 114,25 | 108,76 | 124,92 | 86,36 | 87,38 | 9520 | 91,48

3 117,24 | 96,57 | 112,38 | 104,64 | 114,64 | 96,02 | 102,21 | 8386 | 97,60 | 100,63

4 7410 | 103,76 | 89,32 | 99,08 | 9847 117,58 | 107,73 | 84,41 | 110,63 | 122,86

5 9843 = 92,83 | 92,18 | 116,84 | 102,27 88,18 | 102,21 | 99,21 | 108,50 | 88,82

6 9401 @ 90,97 | 9555 @ 8330 | 88,18 9847 | 10301 97,34 | 9191 | 84,04

fl’; ee‘é’ggé ‘tz 100 | 100,68 | 100 | 107,3 | 100 | 104,35 | 100 | 8955 | 100 | 98,50
SD 16,18 | 11,80 | 9,85 | 1502 | 1086 1397 | 7,31 @ 689 | 7,67 | 1394
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4.3. Dugotrajni uticaj maternalne deprivacije na gustinu PV+ i CCK+ ¢elija u prefrontalnom

korteksu

U cilju ispitivanja promena gustine i distribucije basket ¢elija kod MD zivotinja, pristupili smo
brojanju PV+ i CCK+ ¢elija u 5 subregiona PFC - a, posebno za povrsinske i duboke kortikalne slojeve.
Kod mladih adultnih MD zivotinja, pronadeno je statisticki znacajno smanjenje gustine PV+ ¢elija u
povrsinskim slojevima roCgl (GLM: W1,11=25,871, p<0.0015) i dubokim slojevima PrL (GLM:
W1,11=14.514, p<0.0015). Gustina PV+ ¢elija nije se razlikovala izmedu kontrolne i MD grupe u
dubokim slojevima roCg1, povrsinskim slojevima PrL i celokupnoj kortikalnoj debljini MO, IL i roVLO
(slike 21 - 23; tabele 7 i 8).
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Slika 21. Uticaj MD na gustinu PV+ ¢elijau roCgl, PrL i IL mladih adultnih (PND 60) muzjaka. Dot plot grafikoni u panelima
A i B predstavljaju kvantifikaciju dobijenih rezultata kao sredi$nje vrednosti + SD (horizontalne crtice) i vrednosti jedinica
posmatranja (kruzi¢i), n = 6 po grupi, za povrsinske i duboke slojeve roCgl, PrL i IL. Kod MD zivotinja, pronadena je
smanjena gustina PV+ ¢elija u povr$inskim slojevima roCgl (A), kao i u dubokim slojevima PrL (B). *p < 0.0015 Co vs MD.
roCgl rostralni deo cingularne kore, Co kontrolna grupa, IL infralimbi¢ka kora, MD maternalno deprivirana grupa, PrL

prelimbicka kora.
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Slika 22. Uticaj MD na gustinu PV+ ¢elija u MO i roVLO mladih adultnih (PND 60) muzjaka. Dot plot grafikoni u panelima
A i B predstavljaju kvantifikaciju dobijenih rezultata kao sredi$nje vrednosti + SD (horizontalne crtice) i vrednosti jedinica
posmatranja (kruzi¢i), n = 6 po grupi, za povrSinske i duboke slojeve MO i roVLO. Co kontrolna grupa, MD maternalno

deprivirana grupa, MO medijalna orbitalna kora, roVLO rostralni deo ventrolateralne orbitalne kore.
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Slika 23. Reprezentative fotomikrografije PV+ imunohistohemijskog bojenja u povrSinskim (levo) i dubokim slojevima
(desno) PFC —a. roCg1 rostralni deo cingularne kore, Co kontrolna grupa, IL infralimbi¢ka kora, MD maternalno deprivirana
grupa, MO medijalna orbitalna kora, PrL prelimbicka kora, roVLO rostralni deo ventrolateralne orbitalne kore. Barovi

predstavljaju duzunu 25 pm
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Tabela 7. Gustina PV+ ¢elija u povrSinskim slojevima PFC — a mladih adultnih (PND 60) muZjaka u odnosu na sredi$nje

vrednosti kontrolne grupe. Rezultati su prikazani u procentima (%). roCg1 rostralni deo cingularne kore, Co kontrolna grupa,

IL infralimbicka kora, MD maternalno deprivirana grupa, MO medijalna orbitalna kora, PrL prelimbi¢ka kora, roVLO rostralni

deo ventrolateralne orbitalne kore.

roCgl PrL MO rovLO 1L
Ir.
Zivstinje Co MD Co MD Co MD Co MD Co MD
1 7378 | 8920 | 8020 | 11311 | ga7zo | gig3 | 9607 | 10748 | 108,21 | 94,03
5 7550 | 83go | 9425 | 9049 | 11541 | grgg | L7 | 10847 | 11045 | 9716
3 7821 | 6930 | 9998 | 10454 | 10475 | gggo | 10183 | 9022 | 8507 | 9448
4 12760 | 80,05 | 10720 | 8297 | 10417 | gasg | 10374 | 10708 | 80,60 | 9851
5 11538 gogy | 12279 | 10758 | gggp | gigs | 9879 | 9572 | 107,46 | 65,67
L\qfr Zﬁ’; st f 100 | 8620 | 100 | 100,59 | 100 | 97,99 | 100 | 101,74 | 100 | 94,28
SD 2696 | 1143 | 1425 | 1142 | 1201 | 1265 | 605 @ 743 | 1341 | 16,19

Tabela 8. Gustina PV+ ¢elija u dubokom slojevima PFC — a mladih adultnih (PND 60) muzjaka u odnosu na sredi$nje

vrednosti kontrolne grupe. Rezultati su prikazani u procentima (%). roCg1 rostralni deo cingularne kore, Co kontrolna grupa,

IL infralimbicka kora, MD maternalno deprivirana grupa, MO medijalna orbitalna kora, PrL prelimbi¢ka kora, roVLO rostralni

deo ventrolateralne orbitalne kore.

roCal PrL MO rovLoO 1L

zivgtrinje Co MD| Co MD| Co MD | Co MD | Co MD
1 82,94 | 120,54 | 104,47 | 95,67 | 8152 | 100,23 | 107,02 | 116,59 | 124,97 | 100,29

2 79,96 | 8359 | 94,66 | 80,48 | 114,12 | 89,06 | 100,07 A 106,56 | 68,45 | 71,64

3 97,10 | 88,31 | 117,53 | 91,57 | 8856 | 9208 | 8371 & 9245 | 98,70 | 87,24

4 158,36 | 118,33 | 78,67 @ 93,06 | 80,31 | 99,63 | 104,51 | 95,34 | 106,98 | 104,67

5 103,68 | 91,79 | 99,14 | 92,48 | 123,78 | 90,57 | 109,12 | 99,87 | 103,48 | 126,29

6 77,97 | 80,73 | 105,53 | 89,81 | 111,71 | 10507 | 9557 | 77,36 | 97,43 | 108,65

“\q/rr Z‘éﬁgé Ctz 100 | 9722 | 1200 | 9051 | 100 | 9611 | 100 | 9803 | 100 | 99,80
SD 30,35 | 17,64 | 12,98 | 528 | 1877 @ 642 | 936 | 1331 | 1837 | 18,73
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U povrsinskim slojevima MO doslo je do statisticki zna¢ajnog smanjenja gustine CCK+ ¢elija
kod mladih adultnih MD pacova (GLM: W1,11=12.316, p<0.0015). U povrsinskim slojevima roCg1, PrL,

roVLO i IL nije pronadena statisticki znacajna razlika izmedu kontrolne i MD grupe (slike 24 - 26; tabela
9).
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Slika 24. Uticaj MD na gustinu CCK+ ¢elija u MO i roVLO mladih adultnih (PND 60) muzjaka. Dot plot grafikon predstavlja
kvantifikaciju dobijenih rezultata kao sredi$nje vrednosti + SD (horizontalne crtice) i vrednosti jedinica posmatranja (kruzici),
n = 6 po grupi, za povrSinske slojeve MO i roVLO. Kod MD zivotinja, pronadena je smanjena gustina CCK+ ¢elija u
povrsinskim slojevima MO. *p < 0.0015 Co vs MD. Co kontrolna grupa, MD maternalno deprivirana grupa, MO medijalna
orbitalna kora, roVLO rostralni deo ventrolateralne orbitalne kore.
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Slika 25. Uticaj MD na gustinu CCK+ ¢elija u roCgl, PrL i IL mladih adultnih (PND 60) muZzjaka. Dot plot grafikon
predstavlja kvantifikaciju dobijenih rezultata kao srediSnje vrednosti = SD (horizontalne crtice) i vrednosti jedinica
posmatranja (kruziéi), n = 6 po grupi, za povrsinske slojeve roCgl, PrL i IL. roCg1 rostralni deo cingularne kore, Co kontrolna
grupa, IL infralimbi¢ka kora, MD maternalno deprivirana grupa, PrL prelimbicka kora.
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Slika 26. Reprezentative fotomikrografije CCK+ imunohistohemijskog bojenja u povrsinskim slojevima PFC — a. roCgl
rostralni deo cingularne kore, Co kontrolna grupa, IL infralimbi¢ka kora, MD maternalno deprivirana grupa, MO medijalna

orbitalna kora, PrL prelimbi¢ka kora, roVLO rostralni deo ventrolateralne orbitalne kore. Barovi predstavljaju duzinu 25 um
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Tabela 9. Gustina CCK+ ¢elija u povrsinskim slojevima PFC — a mladih adultnih (PND 60) muzjaka u odnosu na sredi$nje

vrednosti kontrolne grupe. Rezultati su prikazani u procentima (%). roCg1 rostralni deo cingularne kore, Co kontrolna grupa,

IL infralimbicka kora, MD maternalno deprivirana grupa, MO medijalna orbitalna kora, PrL prelimbi¢ka kora, roVLO rostralni

deo ventrolateralne orbitalne kore.

roCgl PrL MO rovLo 1L
Zivs:l:nje Co MD Co MD Co MD Co MD Co MD
1 56,51 | 99,89 | 99,16 & 98,20 | 10256 91,89 | 105,06 | 12597 | 89,22 @ 137,72
2 100,73 | 113,02 | 111,03 107,93 | 103,68 | 106,66 | 100,71 88,88 | 113,09 126,67
3 94,06 | 11921 | 87,86 | 11365 | 103,18 | 86,71 | 100,71 = 91,37 | 106,50 | 114,45
4 7482 | 9969 | 92,53 | 11585 | 91,99 | 84,58 | 124,80 | 116,29 | 107,44 @ 97,07
5 140,28 | 142,13 | 99,14 | 109,00 | 92,30 | 82,98 | 92,61 | 110,86 | 87,24 | 88,36
6 133,60 104,13 | 110,28 99,86 | 106,29 | 8801 | 76,10 79,96 | 96,51 | 97,07
f/’;’ Zﬁ’ggﬁ f 100 | 11301 | 100 | 107,43 | 100 | 90,14 | 100 | 102,22 | 100 | 110,22
SD 32,60 | 1621 | 930 | 714 | 621 | 865 | 1592 | 1804 | 1058 & 19,33

4.4. Kratkotrajni i dugotrajni uticaj maternalne deprivacije

prefrontalnom korteksu

na ekspresiju BDNF - a u

Da bi ispitali kratkorocki 1 dugoroc¢ni uticaj MD na sinapticku plasti¢nost, merili smo nivo

ekspresije BDNF - a metodom Western Blot i to na PND 10, odmah nakon deprivacije $to odgovara

neonatlnom dobu kao i na PND 60, $to odgovora mladom adultnom dobu. Pronadena je statisticki

znacajna razlika u ekspresiji BDNF - a u PFC - u izmedu dve ispitivane grupe (GLM: W1,17= 11,920,

p<0.0015, *Co vs. MD; slika 27; tabela 10). Nije pronadena statistiCki znacajna razlika izmedu

ispitivanih uzrasta (PND 10 vs. PND 60). Takode, nije doslo do statisticki znac¢ajnog efekta interakcije.

Dakle, MD je uzrokovala statisti¢ki znacajno povecanje ekspresije BDNF - a koje nije povezano sa

uzrastom zivotinja.
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Slika 27. Uticaj MD na ekspresiju BDNF — a u PFC - u neonatalnih (PND 10) i mladih adultnih (PND60) muZjaka pacova.

Dot plot grafikon predstavlja kvantifikaciju odnosa ekspresije BDNF/GAPDH kao sredi$nje vrednosti = SD (horizontalne

crtice) i vrednosti jedinica posmatranja (kruzi¢i), n = 4 za Co, n = 5 za MD u oba ispitivana uzrasta. Uz grafikon, priloZeni

su i reprezentativni imunoblotovi. Kod MD zivotinja, pronadeno je povecanje ekspresije prefrontalnog BDNF —a nezavisno

od ispitivanog uzrasta. *p<0.0015 Co vs. MD nezavisno od uzrasta. Co kontrolna grupa, MD maternalno deprivirana grupa.
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Tabela 10. Relativna ekspresija BDNF — a u odnosu na GAPDH u PFC — u neonatalnih (PND10) i mladih adultnih (PND60)

muzjaka pacova. Co kontrolna grupa, MD maternalno deprivirana grupa.

BDNF/GAPDH — PND 10 BDNFE/GAPDH — PND 60

br. Zivotinje Co MD Co MD

1 0,12 0,12 0,06 0,13

2 0,09 0,17 0,05 0,24

3 0,15 0,16 0,14 0,10

4 0,14 0,15 0,09 0,13

5 / 0,12 / 0,16

Sredisnja 0,12 0,15 0,08 0,15
vrednost

SD 0,03 0,02 0,04 0,05

4.5. Kratkotrajni i dugotrajni uticaj maternalne deprivacije na ekspresiju Ibal u prefrontalnom

korteksu

Ekspresija Ibal u PFC - u neonatalnih (PND 10) i mladih adultnih (PND 60) pacova merena je u
cilju ispitivanja kratkoro¢nog i dugoro¢nog uticaja MD na aktivaciju mikroglije. Za razliku od uticaja na
ekspresiju BDNF - a, MD nije uzrokovala razliku u ekspresiji Ibal u PFC - u ni u neonatalnom ni u
mladom adultnom dobu. Medutim, pronadena je statisti¢ki znac¢ajna razlika izmedu ispitivanih uzrasta
(GLM: W1,17=52.345, p<0.0015, *P10 vs. P60; slika 28; tabela 11). Efekat interakcije nije bio statisticki
znacajan, Sto ukazuje na odsustvo kombinovanog efekta grupe i uzrasta na ekspresiju Ibal u PFC - u.
Dakle, doslo je do statisti¢ki znacajnog smanjenja ekspresije Ibal u PFC - u mladih adultnih pacova koje

nije povezano sa maternalnom deprivacijom.
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Slika 28. Uticaj MD na ekspresiju 1bal u PFC - u neonatalnih (PND 10) i mladih adultnih (PND 60) muZjaka pacova. Dot
plot grafikon predstavlja kvantifikaciju odnosa ekspresije Ibal/GAPDH kao sredi$nje vrednosti + SD (horizontalne crtice) i
vrednosti jedinica posmatranja (kruzi¢i), n = 4 za Co, n = 5 za MD u oba ispitivana uzrasta. Uz grafikon, priloZeni su i
reprezentativni imunoblotovi. Nije pronadena razlika u ekspresiji Ibal u PFC — u izmedu Co i MD grupe ni u jednom od
ispitivanih uzrasta. Ekspresija prefrontalnog Ibal proteina bila je smanjena u mladom adulthom dobu nezavisno od
neonatalnog stresa. #p<0.0015 PND 10 vs. PND 60 nezavisno od neonatalnog stresa. Co kontrolna grupa MD maternalno

deprivirana grupa.
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Tabela 11. Relativna ekspresija Ibal proteina u odnosu na GAPDH u PFC — u neonatalnih (PND10) i mladih adultnih

(PND60) muzjaka pacova. Co kontrolna grupa, MD maternalno deprivirana grupa

1bal/GAPDH — PND10 1bal/GAPDH — PND60

br. Zivotinje Co MD Co MD
1 1,04 1,33 0,99 0,66

2 1,19 1,39 0,84 1,06

3 1,41 1,61 0,61 0,76

4 1,34 1,57 0,53 0,84

5 / 1,01 / 1,1

‘\g/rr eecé’ggéi’ 1,24 1,38 0,74 0,89
SD 0,17 0,24 0,21 0,19

4.6. Dugotrajni uticaj maternalne deprivacije na ucenje

Kako bi ispitali da li MD uti¢e na sposobnost ucenja, koristili smo BFTMT. Sve ispitivane
zivotinje uspe$no su kompletirale ¢etvorodnevni trening pri ¢emu su i Co i MD grupa dostigle visok
stepen u¢inka tokom 4 dana treninga BFTMT - a. Takode, obe ispitivane grupe pokazale su statisti¢ki
znacajno poboljSanje ucinka tokom trajanja treninga (GEE: Wa,26=108.572, p<0.0015; slika 29). Ipak,

statistiCki znacajna razlika u u¢enju izmedu Co i MD grupe nije pronadena.
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Slika 29. Uticaj MD na ucenje. Horizontalne crtice u grafikonu predstavljaju sredi$nju vrednost + SD, n="7 za Co,n = 8 za
MD. Tokom 4 dana treninga obe ispitivane grupe su znacajno poboljSale svoj u¢inak, §to je pokazano rastu¢im brojem ta¢nih
izbora kako je trening odmicao. Sposobnost u&enja se nije razlikovala izmedu Co i MD. [p<0.0015 poboljianje u sposobnosti

udenja tokom treninga nezavisno od neonatalnog stresa. Co kontrolna grupa, MD maternalno deprivirana grupa.

4.7. Dugotrajni uticaj maternalne deprivacije na radnu memoriju i reverzno ucenje

Cetvrtog dana treninga (dan testa), ispitana je radna memorija MD Zivotinja kvantifikacijom
tacnih izbora u prvih 10 pokusaja — test faza. Broj ta¢nih izbora nije se razlikovao izmedu dve ispitivane
grupe (slika 30A; tabela 12). Reverzno ucenje, kao mera kognitivne fleksibilnosti kod MD zivotinja
ispitana je tokom reverzne faze BFTMT - a u kojoj je svaka zivotinja dobila 10 novih pokusaja nakon
zamene (reverzije) pravila testa koja je postignuta zamenom nagradne rucice izbora. Nije pronadena
razlika u broju ta¢nih odgovora izmedu kontrolne i MD grupe u ovoj fazi ispitivanja (slika 30B; tabela
12).
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Slika 30. Uticaj MD na radnu memoriju (A) i reverzno ucenje (B). Dot plot grafikoni u panelima A i B predstavljaju sredi$nje
vrednosti + SD (horizontalne crtice) i vrednosti jedinica posmatranja (kruzi¢i), n = 7 za Co, n = 8 za MD (u cilju izrade
grafikona koriS¢ena je srediSnja vrednost dve Zivotinje poreklom iz istog legla). Medu ispitivanim grupama, nije pronadena
statisti¢ki znaCajna razlika u broju ta¢nih izbora tokom test faze (A), kao ni tokom reverzne faze ispitivanja (B). Co kontrolna

grupa, MD maternalno deprivirana grupa.

Tabela 12. Broj ta¢nih izbora ¢etvrtog dana treninga (dan testa) tokom test i reverzne faze ispitivanja. Co kontrolna grupa,

MD maternalno deprivirana grupa.

dan 4, test faza — taéni izbori dan 4, reverzna faza - tacni izhori

leglo Co MD Co MD

1 10 10 9 8 7 6 7 7

2 10 10 6 9 8 6 8 4

3 / / 10 9 / / 8 5

4 10 8 10 9 7 7 4 7

5 8 10 9 9 5 6 6 7

6 10 10 10 8 6 4 7 5

7 9 9 10 9 5 7 5 6

8 8 10 9 10 8 5 7 6
f/rr lelrfgjs? 9,43 9,00 6,21 6,19
SD 0,85 1,03 1,19 1,28
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4.8. Dugotrajni uticaj maternalne deprivacije na broj istrajnih i regresivnih greSaka tokom

reverzne faze BFFT -a

U reverznoj fazi BFTMT — a, kvantifikovan je broj istrajnih (uzastopne greske nakon zamene
nagradne ruCice izbora) i regresivnih (greske nakon prvog ta¢nog izbora) gresaka. MD nije uzrokovala
statisticki znaGajne promene u broju istrajnih (slika 31A; tabela 13) i regresivnih (slika 31B; tabela 13)

greSaka tokom reverzne faze testa.

A B
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Slika 31. Uticaj MD na broj istrajnih (A) i regresivnih greSaka (B) tokom reverzne faze ispitivanja. Dot plot grafikoni u
panelima A i B predstavljaju sredi$nje vrednosti + SD (horizontalne crtice) i vrednosti jedinica posmatranja (kruzici), n =7
za Co, n = 8 za MD (u cilju izrade grafikona koris¢ena je srediSnja vrednost dve zivotinje poreklom iz istog legla). Medu
ispitivanim grupama, nije pronadena statisti¢ki znacajna razlika ni u broju istrajnih (A), ni u broju regresivnih gre$aka (B).

Co kontrolna grupa, MD maternalno deprivirana grupa.
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Tabela 13. Broj istrajnih i regresivnih greSaka tokom reverzne faze ispitivanja. Co kontrolna grupa, MD maternalno

deprivirana grupa.

dan 4, reverzna faza - dan 4, reverzna faza -
istrajne greSke regresivne greSke
leglo Co MD Co MD
1 0 2 1 0 3 2 2 3
2 1 2 2 5 1 2 0 1
3 / / 0 5 / / 2 0
4 1 1 2 1 2 2 4 2
5 4 1 3 2 1 3 1 1
6 2 6 3 4 2 0 0 1
7 4 2 5 2 1 1 0 2
8 2 4 3 2 0 1 0 2
ffr Zﬁ’ggﬁ’ 2,29 2,50 1,50 1,31
SD 1,64 1,63 0,94 1,20

4.9. Dugotrajni uticaj maternalne deprivacije na utro$eno vreme do izbora rucice

Potrebno vreme za donosenje odluke o izboru nagradne rucice mereno je na dan testiranja (4. dan
treninga) tokom test i reverzne faze. Nije pronadena statisticki znacajna razlika u prose¢nom vremenu
do izbora rucice izmedu Co i MD ni u test, ni u reverznoj fazi (slika 32; tabela 14). Takode, u test fazi,
vreme do izbora tokom 10 pojedina¢nih pokusaja nije se razlikovalo izmedu kontrolne i MD grupe. Ipak,
tokom reverzne faze uocena je statisticki znacajna tretman x pokusaj interakcija (GEE, W 20=41.595,
p<0.0015); post hoc analizom utvrdeno je da tokom 3. pokuSaja reverzne faze ispitivanja MD Zivotinje
utroSe statisticki znacajno vise vremena do izbora rucice u odnosu na Co zivotinje (p<0.0015), §to

ukazuje na kognitivnu nefleksibilnost (slika 33; tabela 15).
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Slika 32. Uticaj MD na prose¢no vreme do izbora na dan testa tokom test faze (A) i tokom reverzne faze ispitivanja (B). Dot

plot grafikoni u panelima A i B predstavljaju sredi$nje vrednosti + SD (horizontalne crtice) i vrednosti jedinica posmatranja

(kruzi¢i), n=7 za Co, n = 8 za MD (u cilju izrade grafikona kori$¢ena je sredi$nja vrednost dve zivotinje poreklom iz istog

legla). Medu ispitivanim grupama, nije pronadena statisti¢ki znacajna razlika u prose¢noj duZini vremenskog intervala

potrebnog za izbor rucice tokom test faze (A), kao ni tokom reverzne faze ispitivanja (B). Co kontrolna grupa, MD maternalno

deprivirana grupa.

Tabela 14. Prose¢no vreme potrebno za izbor rucice etvrtog dana treninga (dan testa) tokom test i reverzne faze ispitivanja.

Co kontrolna grupa, MD maternalno deprivirana grupa

dan 4, test faza —

prosecno vreme do izbora (s)

dan 4, reverzna faza —

prosecno vreme do izbora (s)

leglo

~N OO o B WDN

8
Sredisnja
vrednost
SD

Co MD Co MD
19 16 | 118 41 6,6 3 113 | 76
3,9 38 | 324 67 6,2 51 159 | 159
/ / 8,1 48 / / 7 17,4
9,6 6,4 9 4.9 9,8 5.2 135 | 53
17,7 107 | 89 | 122 17,2 6,1 164 | 87
6.5 79 | 133 | 103 13,2 214 | 93 | 104
155 12,8 6 41 233 9,6 67 | 234
7.2 49 5.1 37 4 7.8 10 49
7.9 9.1 9,9 11,5
49 7 6,5 5.2
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Slika 33. Uticaj MD na vreme do izbora rucice tokom 3. pokusaja reverzne faze ispitivanja. Dot plot grafikon predstavlja
sredi$nje vrednosti = SEM (horizontalne crtice) i vrednosti jedinica posmatranja (kruzi¢i), n =7 za Co, n= 8 za MD (u cilju
izrade grafikona koris¢ena je sredi$nja vrednost dve Zivotinje poreklom iz istog legla). Tokom 3. pokusaja u reverznoj fazi
ispitivanja MD zivotinjama je bilo potrebno statisti¢ki znacajno viSe vremena za izbor rucice (proturivanje nosa u ¢iniju) u
odnosu na Co grupu, ¢ime je pokazan blagi deficit reverznog ucéenja. *p<0.0015 Co vs MD. Co kontrolna grupa, MD

maternalno deprivirana grupa

Tabela 15. Vreme potrebno za izbor rucice tokom 3. pokusaja reverzne faze ispitivanja. Co kontrolna grupa, MD maternalno

deprivirana grupa

3. pokusaj, reverzna faza —
vreme do izbora (s)

leglo Co MD
1 2 5 19 11
2 2 3 22 6
3 / / 7 16
4 3 2 7 2
5 15 12 21 38
6 4 3 16 44
7 21 40 4 56
8 3 7 23 11
wenost |8 189
SD 10,7 15,3
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5. DISKUSIJA
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Rezultati naSeg istrazivanja pokazuju da RTI uzrokuje kompleksne promene prefrontalnog
GABAergickog sistema. Maternalna deprivacija dovela je do smanjenja gustine GAD67+, PV+ i CCK+
¢elija u razli¢itim subregionima PFC - a. Takode, neonatalni stres je uzrokovao ushodnu regulaciju
BDNF-a kako u neonatalnom tako i u mladom adultnom dobu, bez propratnih promena u ekspresiji
pokazatelja mikroglijalne aktivacije. Navedene strukturne i biohemijske promene u PFC - u bile su
pracene blagim funkcionalnim deficitom kada je kod MD zivotinja ispitana kognitivna fleksibilnost.

Kvantitativna morfoloska analiza GAD67+ celija pokazala je Ssmanjenje gustine ukupnih
interneurona u MO i roVLO, $to ukazuje na zahvacenost ventralnih delova PFC - a kod MD zivotinja.
U studiji u kojoj je koris¢en 24 - casovni MD model, neonatalni stres nije uzrokovao promene u ekspresiji
prefrontalnog GADG67 enzima, iako je smanjenje ekspresije pronadeno u temporalnoj kori (Janetsian-
Fritz et al., 2018). Uzrok ovakvog neslaganja najverovatnije se krije u znacajnoj metodoloskoj razlici.
Naime, u nasoj studiji, smanjenje GAD67+ celijske gustine bilo je ograni¢eno samo na roVLO (cela
debljina) i povrsinske slojeve MO, dok je u gore navedenoj studiji ekspresija GADG67 proteina bila
ispitivana u celokupnim homogenatima PFC - a bez prethodne parcelacije na pojedina¢ne subregione.
Iz navedenih rezultata proizilazi da jednokratna 24 - ¢asovna MD dovodi do subregion zavisnih promena
GADG67+ ¢elija, bez naruSavanja ekspresije na nivou celokupnog PFC - a. Takode, razlike u rezultatima
izmedu nase i pomenute studije isti¢u znacaj sprovodenja detaljnih anatomskih ispitivanja pre donosenja
¢vrstih zakljucaka o Celijskim efektima RTI - a. Ovakvo stanoviste dodatno u¢vrséuje Cinjenica da je
PFC nehomogena regija, kako strukturno tako i funkcionalno. Za razliku od GABAergickih promena u
nasem eksperimentu, u animalnom modelu zanemarivanja, u kome je sprovedena detaljna anatomska
evaluacija celijske gustine PFC - a pokazana je pogodenost glutamatergickih ¢elija u ventralnom delu
mPFC - a (Stamatakis et al., 2016). Zanimljivo, smanjenje ekspresije GAD67 u OFC - u pronadeno je i
kod mladih odraslih Zenki miSeva koje su bule izlozene fragmentovanoj nezi majke u neonatinom dobu
tokom 7 dana (Goodwill et al., 2018).

Smanjenje gustine PV+ Celija u PrL maternalno depriviranih muzjaka potvrduje prethodno
objavljene rezultate iz nase laboratorije (Aksic et al., 2021). Ovaj rezultat je u skladu i sa studijama u
kojima su mladunci bili odvajani od majke 3 ¢asa dnevno od PND 1 - 21 (Leussis et al., 2012; Ganguly
et al., 2016; Grassi-Oliveira et al., 2016). Interesantno, u ispitivanju u kojem su kori$éeni pacovi soja
Octogon degus, neonatalni stres doveo je do povecanja gustine PV+ interneurona u dorzalnom delu
mPFC - a (Helmeke et al., 2008). Ovakav rezultat se znacajno razlikuje od nalaza u nasem istrazivanju
gde je gustina PV+ ¢elija u roCgl MD Zivotinja smanjena. Pored razlika u na¢inu izvodenja separacije
majke od mladunaca (24 — ¢asovna vs. 3 — ¢asovna separacija od PND 1 — PND 14), radi objasnjenja

pomenutih nesaglasnosti u rezultatima ovde je bitno naglasiti da je u studiji Helmeke - a i saradnika
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kori$¢en relativno specifi¢an soj pacova - Octogon degus. Ovaj soj pacova, za razliku od Wistar soja koji
je koris¢en u nasem eksperimentu, poseduje nekoliko vaznih karakteristika kao Sto su vezanost za oba
roditelja unutar legla, relativna zrelost senzornog sistema na rodenju, kao 1 produZen neonatalni 1
juvenilni period u odnosu na druge sojeve (Colonnello et al., 2011). Promena u gustini PV+ ¢elija u nasoj
studiji zahvatila je roCgl i PrL, koji predstavljaju subregione dorzalne komponente mPFC — a. Kao i kod
GADG67+ ¢elija, MD je uzrokovala lokalizovane morfoloske promene u PFC — u i zajedno sa drugim
ispitivanjima iz oblasti ovi rezultati govore u prilog tvrdnji da PV+ ¢elije mPFC — a zauzimaju centralnu
ulogu u procesuiranju RTI - a (McKlveen et al., 2019). Medutim, PV+ neuroni nisu pogodeni samo nakon
izlaganja stresu u neonatalnom periodu, ve¢ i pri izlaganju hronicnom umerenom stresu. Ova
eksperimentalna paradigma predstavlja jedan od naj¢es$ce primenjivanih animalnih modela depresije. U
detaljnoj anatomskoj evaluaciji GABAergickih ¢elija mPFC — a, Czeh i sar. su pronasli smanjen broj
PV+ ¢elija u IL anhedoni¢nih Zivotinja izloZenim hroni¢énom umerenom stresu (Czéh et al., 2018). U
prilog ovim rezultatima govori i pretpostavka da se anhedonija, kao jedan od glavnih simptoma depresije
temelji upravo na nedovoljnom nivou parvalbumina u PFC — u i amigdali (Lukkes et al., 2018). Jos jedna
studija u kojoj je korisé¢en animalni model depresije, 0vog puta zasnovan na izlaganju socijalnom stresu
ukazuje na pogodenost PV+ ¢elija i to u ventralnom palidumu. Zanimljivo, kod miseva depresivnog
fenotipa koji su bili izloZeni socijalnom stresu u adolescentnom periodu pronadena je hiperaktivnost PV+
¢elija ventralnog paliduma (Knowland et al., 2017). | animalni modeli shizofrenije bavili su se
promenama PV+ interneurona prefrontalne kore. U razvojnom modelu shizofrenije, pokazano je da
prenatalna primena metilazoksimetanol acetata (MAM) dovodi do smanjenja broja PV+ neurona u
adultnom mPFC — u potomaka (Lodge et al., 2009). Postnatalna primena antagonista NMDA receptora,
fenciklidina i MK801 takode rezultuje u smanjenju broja PV+ ¢elija u mPFC — u adultnih pacova
(Radonji¢ et al., 2013; Murueta-Goyena et al., 2018).

Na osnovu dosadasnjih podataka iz literature, uticaj RTI na CCK+ ¢elije do danas nije ispitivan
za razliku od PV+ ¢celija koje su analizirane na vise razlic¢itih RTI modela. Samim tim, rezultati
sprovedenog istrazivanja predstavljaju prve podatke o uticaju RTI - a na CCK+ ¢elije u nekom
mozdanom regionu. Jedan od mogucih razloga za ovaj relativno iznenadujuci podatak najverovatnije lezi
u Cinjenici da je imunohistohemijska detekcija ovih Celija najblaze re¢eno veoma zahtevna (Calvigioni
et al., 2017). Medutim, znacaj lokalizacije CCK+ ¢elija je veliki imajuci u vidu da i piramidalne ¢elije
sintetiSu MRNK holecistokinina tako da je selektivna lokalizacija CCK+ interneurona moguca samo
primenom imunohistohemije (Morino et al., 1994; Morozov and Freund, 2003). Nemoguénost validne
kvantifikacije CCK+ ¢elija u dubokim slojevima kore potvrduje pomenute metodoloske poteskoce, ali i

isti¢e znacaj dobijenih rezultata u oblasti ispitivanja ranog zivotnog stresa. Za razliku od druge grupe
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basket ¢elija, pozitivnih na PV, koje su bile pogodene u dorzalnom delu mPFC-a, zahva¢enost CCK+
¢elija od strane MD, bila je izrazena u MO, regionu koji pripada ventralnom delu mPFC - a (Heidbreder
and Groenewegen, 2003). Ovi rezultati jo§ jednom ukazuju na subregion zavisnu prirodu osetljivosti
razli¢itih GABAergickih populacija na neonatalni stres, makar kada je u pitanju PFC. Uticaj stresa na
CCK+ neurone do sada je detaljno ispitivano na animalnom modelu hroni¢nog stresa i to u prefrontalnoj
kori i hipokampusu. Rezultati ovih istrazivanja ukazuju na promene koje su specificno vezane za
subregione PFC - a. U subregionima mPFC - a (roCgl, PrL i IL), hroni¢ni stres je doveo do smanjenja,
a u ventralnoj orbitalnoj kori do povecanja gustine CCK+ ¢elija (Varga et al., 2017; Czéh et al., 2018).
Moguce je da razlike u ¢elijskim ishodima izmedu poredenih studija nastaju usled drugacijeg obrasca u
procesuiranju stresa u PFC - u kod jednog i drugog animalnog modela (hroni¢ni vs. akutni neonatalni).
Pored vremenskog intervala izloZenosti stresu, vazno je ista¢i i znacajne razlike u razvojnom periodu u
kome se zivotinje nalaze u trenutku delovanja stresa (neonatalni vs. adolescentni).

nastavljaju sazrevanje nakon rodenja (Morozov and Freund, 2003; Nowicka et al., 2009; Boksa et al.,
2016; Larsen et al., 2019). Poznato je da glukokortikoidi u velikim koncentracijama uzrokuju
neurodegenerativne efekte. Primena deksametazona, sintetickog glukokortikoida tokom neonatalnog
perioda mogu dovesti do apoptoze neurona koji se nalaze u takozvanim osetljivim fazama razvoja
(Sandau and Handa, 2007; Bhatt et al., 2013). Takode, glukokortikoidi usporavaju radijalnu migraciju i
diferencijaciju nervnih ¢elija u kori koja sazreva, tako da celije kasnije sticu zreli fenotip (Fukumoto et
al.,, 2009; Baier et al., 2014). U neonatalnom periodu, zastitu od neurodegenerativhog efekta
glukokortikoida predstavlja smanjena reaktivnost hipotalamo — hipofizno — adrenalne (HPA) osovine
tokom SHRP - a, koja stiti nervno tkivo u procesu kompleksnog i osetljivog toka razvoja (Levine, 2001).
Medutim, odsustvo majke u leglu tokom 24 casa uzrokuje kod mladunaca nagli skok cirkulisuceg
kortikosterona u prvih 36 ¢asova od pocetka separacije (Viveros et al., 2010). Dodatno, kortikosteron
ostaje povisen najmanje do PND 13 (Llorente et al., 2008) ¢ime se mozak, ukljuc¢ujuc¢i i PFC hroni¢no
izlaZe citotoksi¢énom dejstvu glukokortikoida u neonatalnom dobu. Efekti kortikosterona ispoljavanju se
vezivanjem za glukokoritkoidne receptore (GR), za koje je poznato da su gusto rasprostranjeni u PFC -
u (Ahima and Harlan, 1990; Cintra et al., 1994). Stabilna ekspresija kortikalnog GR je od velikog znac¢aja
za razvoj mozga. Naime, kako smanjena tako i prekomerna ekspresija GR dovodi do ozbiljnog
poremecaja radijalne migracije i maturacije kortikalnih neurona praé¢ene dendritskim malformacijama
(Yuetal., 2019). Kada su u pitanju efekti RTI - a, u frontalnom korteksu MD zivotinja dolazi do nishodne
regulacije GR ve¢ nakon 24 ¢asa separacije od majke (Avishai-Eliner et al., 1999). Zanimljivo je da PV+
neuroni eksprimiraju GR viSe nego bilo koja druga podklasa GABAergickih ¢elija, $to ih ¢ini posebno
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osetljivim na promene u ekspresiji GR i koncentraciji cirkuliSu¢eg kortikosterona tokom SHRP - a
(McKlveen et al., 2016). Na osnovu navedenih ¢injenica, pretpostavlja se da smanjenje gustine PV+
neurona u dorzalnoj komponenti mMPFC - a nastaje kao posledica slabljenja inhibitorne kontrole mozga
nad nezrelom HPA osovinom.

U neonatalnom periodu, N — metil — D — aspartat (NMDA) receptori su od presudnog znacaja za
razvoj PV+ ¢elija i GABAergicke transmisije. Selektivna ablacija/disfunkcija NMDA receptora u Kori i
hipokampusu tokom ranog postnatalnog perioda zivota dovodi do poremecaja u sazrevanju PV+ neurona,
oStecenja sinapiti¢ke transmisije i radne memorije (Belforte et al., 2009; Korotkova et al., 2010). Ovaj
mehanizam predstavalja jedan od klju¢nih argumenata u razvojnoj teoriji shizofrenije, a ujedno i
objasnjava smanjenje broja PV+ interneurona kore i hipokampusa koje je pokazano u fenciklidinskom
modelu shizofrenije (Radonji¢ et al., 2013). NMDA receptor je hetero — tetramer i sastoji se iz dve NR1
subjedinice i uglavnhom dve NR2 subjedinice, koje se javljaju u dve forme — NR2A i NR2B (Paoletti,
2011). U neonatalnom dobu, pod uticajem senzornih iskustava dolazi do razvojne konverzije takozvane
nezrele NR2B forme u zreliju NR2A formu, $to za posledicu ima nastanak kineti¢ki brzih NR2A
dominantin NMDA receptora (Matta et al., 2011). Vazno je ista¢i da faza u kojoj se dogada pomenuta
fizioloska konverzija odgovara osetljivom stadijumu razvoja PV+ ¢elija koje u ovom periodu sti¢u svoj
zreli fenotip brzo — inhibitornih GABAergickih ¢elija (Doischer et al., 2008). Kod izlaganja zivotinja 24
— ¢asovnoj maternalnoj deprivaciji, u hipokampusu dolazi do narusavanja fizioloske konverzije NR2B u
NR2A koja se ispoljava kao poremecaj NR2A/NR2B odnosa (Viviani et al., 2014). U animalnom modelu
zanemarivanja, smanjen odnos NR2A/NR2B u PFC — u detektovan je ve¢ u unutar prvih nekoliko sati
od zavrsetka delovanja neonatalnog stresa (Manatos et al., 2016). Tako mozemo pretpostaviti da MD
remeti konverziju NR2B u NR2A u kriticnom periodu razvoja §to dovodi do aberantne maturacije
NMDA receptora i posledi¢nih morfoloskih promena PV+ interneurona prefrontalne kore.

lako CCK+ neuroni ne eksprimiraju GR, ne mozemo iskljuciti ulogu HPA osovine u smanjenju
¢elijske gustine u ventralnoj komponenti mPFC - a, narocito ukoliko znamo da ove ¢elije eksprimiraju
kortikotropin oslobadaju¢i hormon — vezujuci protein (CRH — BP) (Ketchesin et al., 2017). Kortikotropin
oslobadaju¢i hormon (CRH) se sintetiSe i lokalno oslobada u mozdanim strukturama koje su van
paraventrikularnog jedra ukljucujuci korteks, amigdale, hipokampus i bazalni telencefalon sto zajedno
¢ini takozvani ekstrahipotalamicki CRH sistem. Populacija ¢elija koja u PFC — u sintetise CRH, pripada
grupi GABAergickih neurona, a pronalazimo ih u celokupnoj debljini kore to jest u svim slojevima.
Smatra se da prefrontalni CRH ima ulogu u patogenezi stresom izazvanog kognitivnog oste¢enja (Hupalo
et al., 2019). Vazquez i saradnici ispitivali su kratkoro¢ni efekat neonatalnog stresa na CRH sistem.

Pokazano je da MD smanjuje ekspresiju mMRNK — CRH u paraventrikularnom jedru nakon 24 ¢asa
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separacije, Sto je 1 ocCekivano s obzirom na negativnu povratnu spregu izazvanu povecanjem
koncentracije cirkulisu¢ih ACTH i kortikosterona. Medutim, u prefrontalnoj kori MD zivotinja zabelezen
je suprotan rezultat u vidu povecanja ekspresije mMRNK — CRH (Vazquez et al., 2003). lako MD ne
uzrokuje promenu ekspresije prefrontalnog CRH — BP (Vazquez et al., 2006), povecanje ekspresije CRH
kod neonatalnih MD pacova moze biti dovoljan jak argument za ispitivanje potencijalne uloge ovog
faktora u nastanku CCK+ ¢elijskog deficita, s obzirom da CRH negativno uti¢e na razvoj dendritske
mreze kortikalnih neurona (Curran et al., 2017). Interesantan podatak je dobijen iz studije Seidel — a i
saradnika u kojoj je paternalna deprivacija bila povezana sa povec¢anjem broja CRH+ neurona u OFC -
u Octogon degus juvenilnih muzjaka (Seidel et al., 2011). Ipak, ove rezultate treba prihvatiti sa rezervom,
zbog ve¢ pomenutih metodoloskih razlika u odabiru soja zivotinja i vremenskog okvira separacije koja
je pride u navedenoj studiji podrazumevala odvajanje mladunaca od oca.

Ako pogledamo prirodu dobijenih promena gustina GABAergickih ¢elija u ovom istrazivanju,
videcemo da ih kod MD zivotinja u svim ispitivanim neuronskim populacijama karakteriSe smanjenje.
Samim tim, namece se logi¢no pitanje, da li smanjenje gustine GABAergickih ¢elija nastaje zbog nekog
oblika celijske smrti ili dolazi do smanjenja/gubitka ekspresije antigena S§to bi ukazalo na
smanjenje/gubitak funkcije? U mozdanoj kori, od ranog neonatalnog do adultnog doba, apoptozom
dolazi do redukcije broja ¢elija za koji se smatra da iznosi oko 30%. Ovaj proces dostize pik izmedu
PND 5 i 10, nakon ¢ega se nastavlja, ali slabijim intenzitetom do periadolescentnog perioda (Nikoli¢ et
al., 2013). Pored toga, postoje naznake da izmedu perioda adolescencije i adultnog doba nastaje drugi
talas apoptoze koji je region specifican (Markham et al., 2007). Prvu obimnu analizu ¢elijske smrti kod
MD zivotinja sproveli su Zhang i saradnici u studiji u kojoj je izvrsena kvantifikacija apoptoza —
pozitivnih ¢elija u kortikalnim i subkortikalnim regionima mladunaca posle 24 ¢asa odvojenosti od
majke. Povecana celijska smrt kod MD Zivotinja pronadena je u veéem broju regiona ukljucujuci
parijetalni korteks, hipokampus i cerebelarni korteks, ali ne i PFC (Zhang et al., 2002). Ovakav nalaz je
u skladu sa rezultatima ispitivanja iz naSe laboratorije u kojoj broj celija u procesu apoptoze i
neurodegeneracije u prefrontalnoj kori MD Zivotinja na PND 15 nije bio povec¢an (Aksic et al., 2021).
Interesantno, RTI uti¢e na pomenuti adolescentni talas apoptoze tako Sto ga usporava u mPFC — u
(Majcher-Maslanka et al., 2019), a ubrzava u gyrus dentatus — u hipokampusa (Baek et al., 2012). lako
nije potpuno isklju¢eno, na osnovu dosadasnjih doduse limitiranih rezultata, ne postoje dokazi da
apoptoza predstavlja mehanizam nastanka morfoloskih promena pronadenih u nasem istrazivanju. S tim
u vezi, mozemo pretpostaviti da navedene promene nastaju usled smanjene ekspresije GAD67, PV i CCK
u specificnim subregionima PFC — a. Ipak, ¢vrste zakljucke o tome da li smanjenje ¢elijske gustine kod

MD zivotinja uzrokuje apoptoza ili smanjena antigenska ekspresija u ispitivanim neuronima mogle bi da
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daju morfoloske ko — lokalizacione studije bazirane na principu dvostrukog imunohistohemijskog
bojenja markera GABAergickih ¢elija i ¢elijske smrti nakon maternalne deprivacije. Dodatno, zbog
razlika u intenzitetu postnatalnih apoptopskih promena izmedu razvojnih faza, ali i polova (Willing and
Juraska, 2015), potrebno je ovakvo ispitivanje sprovesti kod oba pola i to u razli¢itim vremenskim
prozorima mozdanog razvoja - neonatalom, juvenilnom, ranom i kasnom adolescentnom, kao i adultnom
dobu.

lako uvek treba imati visoku dozu obazrivosti kada je u pitanju komparativna anatomija PFC - a,
potrebno je, uz dozu obazrivosti uporediti rezultate sprovedenog istraZzivanja sa nalazima post mortem
studija u kojima su koriS¢eni subjekti oboleli od depresije i shizofrenije. Na osnovu sli¢nosti u
citoarhitektonskoj gradi i1 povezanosti smatra se da mPFC pacova u najvecoj meri odgovara
dorzolateralnoj prefrontalnoj kori (area 9 i 46 po Brodmanu) i prednjem cingularnom korteksu (area 24,
25 i 32) kod ljudi (Uylings et al., 2003; Seamans et al., 2008). Do danas, najveci broj post mortem
istrazivanja se bavio ispitivanjem ekspresije PV, najverovatnije zbog dokazane povezanosti sa
shizofrenijom, ali i dostupnosti solidnog broja antitela koja sa visokom pouzdano$¢u detektuju ovaj
protein. U dve studije u kojima su ispitivani pacijenti oboleli od shizofrenije pronadeno je smanjenje
broja PV+ ¢elija u dIPFC — u, $to je u skladu sa rezultatima naSeg istrazivanja (Reynolds et al., 2002;
Sakai et al., 2008). Tako mozemo pretpostaviti da RTI moze dovesti do poremecaja E/I balansa u PFC -
u sli¢an onome za koji se smatra da postoji u shizofreniji pri ¢emu centralnu patofizioloSku ulogu
najverovatnije igra disfunkcija PV+ neurona (Gonzalez-Burgos et al., 2015). Iako zvuéi primamljivo,
ovo je i dalje samo pretpostavka, a vazno je istaéi i istrazivanje Enwright i sar. u kome je broj PV+ ¢Celija
dIPFC — a ispitanika obolelih od shizofrenije ostao nepromenjen, iako je intenzitet imunoreaktivnosti bio
smanjen (Enwright et al., 2016). Ipak, neslaganja u rezultatima medu post mortem istrazivanja nisu
retkost, a obrazlozenje uglavnom lezi u prisutnim komorbiditetima, razlika u godinama, zivotnih navika
ispitanika i veli¢ine uzorka koji mogu uticati na krajnje ishode. Potrebno je sprovesti dodatne post
mortem studije sa ve¢im uzorkom koje bi uzele u obzir iskustvo traume prozivljene tokom detinjstva
kako bi se doneli ¢vrsti zakljucci o ulozi disfunkcije PV+ ¢elija i RTI - a u patogenezi shizofrenije
Zanimljivo je da iako rezultati dobijeni iz animalnih modela depresije ukazuju na povezanost smanjenja
prefrontalnog PV i anhedonije, ova povezanost nije potvdena u dIPFC — u i OFC - u pacijenata obolelih
od depresije i bipolarnog poremecaja (Rajkowska et al., 2007; Alcaide et al., 2019).

Kada su u pitanju rezultati ispitivanja GAD67 u post mortem studijama veéina ne ukazuje na
postojanje promena ni u ekspresiji GAD67 ni u broju GAD67+ ¢Celija u PFC — u pacijenata oboleleih od
depresije (Pehrson and Sanchez, 2015). Medutim, vazno je pomenuti da su dve post mortem studije do

danas uspele da pokazu smanjenje ekspresije GAD67 u PFC - u (Gos et al., 2009; Karolewicz et al.,
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2010). S druge strane, post mortem istrazivanja ukazuju da u shizofreniji postoji poremecaj u
regulaciji/ekspresiji GAD. Naime, u BA9 obolelih od shizofrenije postoji znacajno smanjenje ekspresije
GADG67 mRNK (Guidotti et al., 2000; Volk et al., 2000). GABAergicke promene pronadene su i u drugim
limbickim strukturama kao Sto su CA1 sektor hipokampusa i gornja temporalna vijuga, u kojima je kod
pacijenata obolelih od shizofrenije pronadeno smanjenje gustine GAD65/67+ neuropila (Forster et al.,
2021).

lako se kortikalni CCK uglavnom vezuje za regulaciju raspolozenja, u literaturi nema mnogo
podataka kada su u pitanju post mortem studije. Perry i saradnici (1981) istiCu odsustvo promena u
ekspresiji entorinalnog CCK kod pacijenata obolelih od depresije (Perry et al., 1981). S druge strane,
interesantno je da rezultati post mortem istrazivanja na uzorku shizofrenije ukazuju uglavnom na
smanjenje ekspresije CCK u vise limbickih regiona ukljucujuéi i frontalnu koru (Ferrier et al., 1983;
Virgo et al., 1995). Iako je u pitanju cirkuli$uci, a ne mozdani CCK, zanimljivo zvuci podatak da je kod
osoba koje su preziveli pokuSaj samoubistva poviSen pa autori ovog istrazivanja smatraju da bi CCK
mogao da predstavlja verodostojni biomarker za pokusaje suicida (Jahangard et al., 2018).

U ovoj studiji, mimo nasih prethodnih ocekivanja, MD je uzrokovala ushodnu regulaciju
prefrontalnog BDNF — a. Ovaj efekat neonatalnog stresa zapazen je kako u neonatalnom tako i u
adultnom dobu. Dobijeni rezultati su u najvecoj meri u suprotnosti sa rezultatima istrazivackih grupa
koje su ispitivale ekspresiju BDNF - a na 24 — casovnom MD modelu. Rezultati ovih istrazivanja pokazali
su smanjenju ekspresiju BDNF - a kod adolescentnih (Marco et al., 2013) i nepromenjenu ekspresiju kod
adultnih MD muzjaka pacova (Roceri et al., 2002; Mela et al., 2015). Sli¢no je i sa rezultatima dobijenim
na modelu 3 — ¢asovne dnevne separacije mladunaca od majke tokom neonatalnog perioda gde je MD
dovela do smanjenja ekspresije prefrontalnog BDNF — a u adolescentnom (PND 35) (Majcher-Maslanka
et al., 2018) i mladom adultnom dobu (PND 60) (Xue et al., 2013), dok u zrelom adultnom dobu (PND
90) nisu zapazene promene u ekspresiji ispitivanog proteina (Réus et al., 2013; Pinheiro et al., 2015).
Ipak, i pored neslaganja sa navedenim rezultatima iz oblasti pojedina istrazivanja pokazuju odredeni nivo
saglasnosti sa nasim rezultatima. Tako je u studiji Roceri i saradnika, povisena ekspresija MRNK BDNF
- a u prefrontalnoj kori MD zivotinja pronadena u kasnom neonatalnom dobu, mada treba ista¢i da je
ovaj parametar bio snizen u adultnom dobu kod iste ispitivane grupe (Roceri et al., 2004). Ushodna
regulacija BDNF — a uslovljena maternalnom deprivacijom zapaZena je i u hipokampusu juvenilnih i
mladih adultnih muzjaka, koja je, zanimljivo, bila prac¢ena nishodnom regulacijom i oSte¢enjem
kognitivne fleksibilnosti u poznom adultnom dobu (Suri et al., 2013).

Na prvi pogled, dobijeni rezultati vezani za ekspresiju BDNF — a teSko se uklapaju u postojec¢u

literaturu o ispitivanju posledica RTI - a na sinapticku plasti¢nost. Iako bi se moglo protumaciti da jedan
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ovakav neocekivani nalaz samo dodatno unosi konfuziju u ve¢ slabo razjaSnjenu problematiku,
objasnjenju mozemo pri¢i posmatranjem $ire slike naro€ito u kontekstu povezanosti sa GABAergickim
promenama u ovoj studiji. Pored glutamatergickih ¢elija, za koje se dugo smatralo da predstavljaju jedini
izvor sinteze BDNF - a u neuronima, sa sigurnoscu je utvrdeno da i interneuroni eksprimiraju mRNK
BDNF - a, kako u korteksu tako i u hipokampusu (Barreda Tomas et al., 2020). Takode, obe
subpopulacije basket neurona eksprimiraju TrkB kinazu, pri ¢emu je pokazano da BDNF smanjuje
ukupnu ekscitabilnost GABAergickih ¢elija i ovaj mehanizam svakako ukljuéuje PV+ celije (Holm et
al., 2009; Geibel et al., 2014). Mozda i od presudnog znacaja je ¢injenica da tokom postnatalnog razvoja
BDNF igra klju¢nu ulogu u razvoju GABAergickih ¢elija u korteksu i hipokampusu. Do perioda
adolescencije, a vrlo verovatno i kasnije uspostavljanje adekvatne interneuronske gustine kao i ekspresije
neuropeptida prisutnih u GABAergickim celijama u kori i hipokampusu, nedvosmisleno zavisi od
oCuvane ekspresije BDNF — a, na $ta ukazuju podaci iz studija sprovedenim na knockout i
hetereozigotnim modelima (Grosse et al., 2005; Du et al., 2018). Na isti nacin, kod transgenih miSeva
koje karakteriSe prevremeni postnatalni skok BDNF - a dolazi do ranijeg sazrevanja GABAergicke
transmisije (Huang et al., 1999). U naSoj studiji, smanjenje interneuronske gustine koegzistira sa
ushodnom regulacijom BDNF — a i u neonatalnom i u mladom adultnom dobu. Koje je potencijalno
objasnjenje ovakvog nalaza? Promena u ekspresiji prefrontalnog BDNF — a u vidu povecanja svakako
ne moze biti pripisana postnatalnom povecanju kortikosterona s obzirom na obrnutu korelaciju izmedu
ova dva navedena jedinjenja kako kod Zivotinja tako i kod ljudi (Issa et al., 2010). Medutim, s obzirom
na iznesene Cinjenice o vaznosti postnatalnog nivoa BDNF — a u razvoju GABAergickog sistema, nasa
pretpostavka je da povecana sinapticka plasticnost, izmerena poveéanom ekspresijom BDNF - a
predstavlja kompenzatorni odgovor na smanjenje gustine GABAergickih ¢elija u PFC — u. Ovakav
zakljucak se temelji na pretpostavci da oStecenje postnatalnog razvoja interneurona nastaje ve¢ tokom
perioda odvojenosti mladunaca od majke §to dovodi do kompenzacijskog odgovora BDNF — a koji
perzistira sve do mladog adultnog doba. Sli¢ne zakljucke izneli su Rankov Petrovic i sar. u studiji u kojoj
ispitivali ekspresiju BDNF — a zajedno sa gustinom PV+ i neuropeptide Y imunopozitivnin (NPY+)
neurona u hipokampusu prenatalno hiperandrogenizaovanih zenki pacova. Ukratko, smanjena gustina
PV+ 1 NPY+ celija u hipokampusu pronadena je istovremeno sa povecanim nivoom BDNF - a u
hipokampusu, ali i PFC - u (Rankov Petrovic et al., 2019). U prilog pretpostavci o kompenzacijskom
porastu sinaptic¢ke plasti¢nosti govori i podatak da BDNF stimuliSe sintezu glutamat dekarboksilaze i
povecava volumen GABAergckih neurona u kulturi ¢elija hipokampusa (Yamada et al., 2002).

Iako u istrazivanjima iz oblasti ranog traumatskog iskustva kortikalno zapaljenje Cesto figurira

kao predlozeni mehanizam o$tecena i nastanka promena (L6pez-Gallardo et al., 2012; Wang et al., 2020)
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dobijeni rezultati nisu pokazali da MD uzrokuje opstu aktivaciju mikroglije u PFC — u kako u
neonatalnom tako ni u mladom adultnom dobu. Zanimljivo, znacajna razlika u ekspresiji Ibal pronadena
je izmedu razli¢itih razvojnih stadijuma (neonatalni vs. mladi adultni) nezavisno od izloZenosti
maternalnoj separaciji. Smanjena ekspresija Iba-1 u PFC — u mladih adultnih pacova je najverovatnije
razvojnog porekla. Naime, preko 90% ukupne mikroglije se stvori tokom prve dve postnatalne nedelje,
a nakon ovog perioda mozak nastavlja proces ekspanzije i povecanja zapremine Sto dovodi do smanjenja
gustine Iba-1 proteina po jedinici zapremine tkiva (Harry, 2013).

Povecanje u broju mikroglijalnih ¢elija prethodno je pronadeno u PFC — u Zivotinja, koje su bile
izlozene 3 — ¢asovnoj dnevnoj separaciji od majke tokom SHRP —a (Wang et al., 2020). Nedavno, Yilu
Ye i saradnici pokazali su postojanje morfoloskih promena u prefrontalnoj kori MD Zivotinja koje su
karakteristicne za mikroglijalnu aktivaciju kao Sto su porast zapremine celijskih tela, smanjena
ramifikacija nastavaka i povec¢an udeo ¢elija sa ameboidnom morfologijom (Ye etal., 2019). U jos jednoj
studiji, aktivacija mikroglije nastala je tek nakon $to su Zivotinje nakon izlaganja umerenoj formi RTI -
a bile dodatno podrvgnute hroni¢nom stresu u adultnom dobu (Ferle et al., 2020).

Koja su potencijalna objaSnjenja za postojanje suptilnih, region/sloj specifi¢nih promena bez
pratece generalizovane aktivacije mikroglije? Prema naSoj pretpostavci, postoje dva moguca objaSnjenja.
Prvi pretpostavljeni mehanizam podrazumevao bi “klasi¢ni pristup” $to bi podrazumevalo da traumatsko
iskustvo u ranom postnatalnom periodu uzrokuje subregion specifiéno oSteCenje u kome i nastaje
mikroglijalna aktivacija. Drugi, nazovimo “alternativni pristup” zasniva se na interakciji izmedu
mikroglije i GABAergickog sistema, to jest ¢injenici da ¢elije mikroglije eksprimiraju GABAD receptore.
GABAergicke ¢elije, svojim aksonima dosezu do susednih mikroglijalnih ¢elija, ali i onih udaljenih koje
se nalaze u dubljim ili povrsnijim slojevima kore s obzirom na postojanje translaminarnih veza (Thomson
and Bannister, 2003). Pretpostavlja se da u takozvanoj fazi mirovanja interneuroni orkestriranom
aktivnoscu vrSe anti — inflamatorni efekat na mikrogliju tako Sto sprecavaju aktivaciju to jest ekspresiju
pro — inflamacijiksih citokina (Kuhn et al., 2004; Lee et al., 2011). Gubitak neuroprotektivnog dejstva
GABA na ¢elije mikroglije moze proistec¢i kao posledica maternalne deprivacije s obzirom na smanjenje
gustine interneurona u PFC — u koji je pronaden u nasoj studiji (Mead et al., 2012).

U sprovedenom istrazivanju, 24 — ¢asovna maternalna deprivacija uzrokovala je blagu kognitivnu
nefleksibilnost u mladom adultnom dobu uz o¢uvanu radnu memoriju i sposobnost u¢enja. Ovaj suptilni
deficit reverznog ucenja kod MD zivotinja se manifestovao kao produzeno vreme za donosenje odluke
o0 izboru rucice (proturanje njuske keramicku posudu izbora) u treCem pokusaju reverzne faze ispitivanja.
Dobijeni rezultat mozemo protumaciti kao prisustvo poveéane odbojnosti kod MD zivotinja ka
donoSenju odluka i zapocinjanju radnje koja je usmerena prema cilju. Samim tim, moguce je da MD
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pacove karakteriSe smanjenja efikasnost u reSavanju Situacija u kojima postoji neslaganje izmedu
prethodno naucene i novozadate prostorne lokalizacije nagrade, ¢ime se ispoljava blag oblik kognitivne
nefleksibilnosti.

Do sada je uticaj RTI - a na sposobnost ucenja i kognitivnu fleksibilnost ispitivana kod dva
najcesce upotrebljavana MD modela i to uglavnom koris¢enjem bihejvioralne paradigme Morris Water
Maze (MWM). Vecina ovih studija pokazuje postojanje deficita reverznog ucenja u mladom i zrelom
adultnom dobu bez prate¢ih promena u sposobnosti u¢enja §to je u saglasnosti sa rezultatima naseg
istrazivanja (Enthoven et al., 2008; Fabricius et al., 2008; Xue et al., 2013; Banqueri et al., 2019a;
Menezes et al., 2020). Ipak, trebalo bi napomenuti da je i poremecaj u sposobnosti u¢enja kod MD
Zivotinja pronaden u pojednim studijama (Garner et al., 2007; Wang et al., 2015). Pored MWM - a,
kognitivna fleksibilnost kod pacova podvrgnutim neonatalnom traumatskom iskustvu ispitivana je i PFC
— zavisnim testom attention set shifting task (ASST). Ovaj test smatra se ekvivalentom Wisconsin card
sorting test — a koji se kod ljudi koristi u dijagnostici lezija frontalnog reznja. Snaga ovog testa jeste da
pored visoke senzitivnosti u otkrivanju oSteCenja reverznog ucenja, ispituje i sposobnost promene seta
paznje $to predstavlja drugi merljivi parametar kognitivne fleksibilnosti (Tait et al., 2014). U skladu sa
dobijenim rezultatima naseg istrazivanja, blago traumatsko iskustvo u neonatalnom periodu uzrokovalo
je osteCenje reverznog ucenja (Stamatakis et al., 2016), dok je 3 — ¢asovna dnevna MD dovela do
oSte¢enja sposobnosti za promenu seta fokusa (Baudin et al., 2012). Tako mozemo primetiti da
modifikacije u RTI protokolu uti¢u na kvalitet kognitivnog deficita. Pored bihejvioralne nefleksibilnosti,
bitno je napomenuti da MD dovodi do jo$ jedne vrste kognitivhog defcita — oSte¢enja memorije
prepoznavanja (Mela et al., 2015; Janetsian-Fritz et al., 2018). Memorija prepoznavanja predstavlja meru
sposobnosti za mentalnim ozivljavanjem dogadaja iz proslosti i kod Zivotinja se meri kao sposobnost
razlikovanja novih od poznatih objekata. Zanimljivo, ovakav deficit javlja se kod pacijenata obolelih od
shizofrenije, gde novija shvatanja patofiziolosku srz ove bolesti vide upravo u kognitivnom oste¢enju
(Bacon and lzaute, 2014). U svakom slucaju, pored metodoloskih razlika izmedu pojedinih RTI
protokola, najmanji zajednicki sadrzalac vecine ovih studija, makar u bihejvioralnom smislu predstavlja
postojanje kognitivnog deficita. Shodno nasim moguénostima, potrudili smo se da ispitamo koja
potencijalna morfoloska 1/ili biohemijska promena predstavlja temelj blagog deficita reverznog ucenja
koji je pronaden u naSoj studiji.

Pre svega, polazimo od ¢injenice da je intenzitet kognitivnog deficita koji je zapazen kod MD
mladih adultnih muzjaka blag i da je poremecaj reverznog ucenja uocen tek posto smo kod Zivotinja
ispitali vreme potrebno za donosenje odluke mereno od pocetka svakog pojedinacnog pokusaja tokom

reverzne faze testiranja. Tokom ove faze testiranja, MD Zivotinje nisu pravile viSe greSaka u izboru rucice
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od kontrolnih, tako da je njihov opsti skor ostao nepromenjen. Takode, broj uzastopnih greSaka nakon
promene pravila nagradivanja, kao i broj greSaka nakon akvizicije novog pravila u reverznoj fazi
testiranja ostao je nepromenjen u MD grupi. Cime moZemo objasniti deficit reverznog uéenja i blag
intenzitet zabelezene kognitivne promene? Smatra se da MO i VO, iako se razlikuju u pojedinim
morfoloskim karakteristikama, kao §to je na primer povezanost sa amigdalom i nc. accumbens - om, ¢ine
jednu funkcionalnu celinu, ¢ija se aktivnost ogleda u sposobnosti dono$enja odluka koje su u vezi sa
nagradivanjem (lzquierdo, 2017). Prostorno i vizuelno reverzno ucenje kontrolisu MO i VO
(Boulougouris et al., 2007; Hervig et al., 2020), regioni PFC — a u kojima smo pronasli smanjenje gustine
interneurona, kao i basket ¢elija imunopozitinih na CCK. Zanimljivo, Stamatakis i saradnici, pokazali su
da je morfoloski deficit u MO, doduse glutamatergickih ¢elija povezan sa o§tecenjem reverznog ucenja
kod stresiranih zivotinja (Stamatakis et al., 2016). Deficit reverznog ucenja pronaden je i kod adultnih
zenki koje su bile izlozene fragmentovanoj maternalnoj nezi tokom neonatalnog perioda zajedno sa
smanjenem gustine PV+ ¢elija i ekspresije GAD67 u OFC — u (Goodwill et al., 2018). lako se protokoli
medu istrazivanjima razlikuju, kao i tip pogodenih ¢elija u odredenoj meri, zajednicko za naSe i navedena
istrazivanja je zahvacenost OFC — a i ventralne komponente mPFC — a. Na osnovu ovih ¢injenica, nasa
pretpostavka je da osnovni kognitivni deficit u nasoj studiji nastaje usled ¢elijskih promena interneurona
u MO i roVLO stresiranih muzjaka. Ocuvana kognitivna fleksibilnost zavisi od normalnog balansa
izmedu ekcitacije i inhibicije, koji se jo$ izrazava kao E/I odnos (Page et al., 2018; Chaussenot et al.,
2019). GABAergicke promene kod MD Zzivotinja mogu predstavljati osnov naruSene E/I ravnoteze koja
dovodi do kognitivnog deficita. U prethodnom istraZivanju iz nasSe laboratorije MD je dovela do
smanjenja ukupnog broja neurona u PFC — u (Aksic¢ et al., 2013). Ipak, navedeno smanjenje u broju
prefrontalnih neurona moze nastati zbog smanjenja broja GABAergickih, ali zbog smanjenja broja
glutamatergickih ¢elija. U ve¢ pomenutoj studiji, pokazana je pogodenost glutamatergickih ¢elija PFC —
a blagim neonatalnim traumatskim iskustvom (Stamatakis et al., 2016). Imajuci u vidu da u nasoj studiji
nismo ispitivali gustinu prefrontalnih glutamatergickih ¢elija, ne moZemo sa sigurnos¢u zakljuciti da li
je u pogodenim regionima zaista postoji gubitak E/I ravnoteze. U datom slucaju, adekvatnije je
pretpostaviti da MD dovodi do ometanja unutar neuronskih krugova PFC — a koji nastaju kao posledica
smanjenja gustine GABAergickih Celija.

Diskutujuéi o povecéanju ekspresije BDNF — a iznesena je i pretpostavka da jedan ovakav nalaz
moze predstavljati kompenzacijski odgovor na GABAergicki deficit. U skladu sa tom hipotezom, kao i
Cinjenicom da ekspresija BDNF — a stimulisana sinaptickom aktivno$¢u predstavlja jedan od
molekularnih osnova reverznog ucenja moglo bi se pretpostaviti da upravo kompenzatorni porast

prefrontalnog BDNF —a u MD grupi objasnjava blag intenzitet kognitivnog deficita (Sakata et al., 2013).
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Sli¢no stanoviste izneli su Murueta-Goyena i saradnici u studijama u kojima je broj GABAergickih ¢elija
i reverzno ucenje ispitivano na animalnom modelu shizofrenije blokadom NMDA receptora. Blokada
NMDA receptora dovela je do smanjena broja interneurona u PFC — u i hipokampusu prac¢eno
kognitivnim deficitom. Medutim, izlaganje adultnih Zivotinja uslovima obogacenog okruzenja dovela je
do restauracije ovih deficita mehanizmom zavisnim od poveéane BDNF — TrkB kinaza signalizacije
(Murueta-Goyena et al., 2018, 2020). Tako se ovi eksperimentalni modeli zna¢ajno razlikuju u svojoj
osnovi, povecana ekspresija BDNF — a u oba slucaja figurira kao manje ili viSe uspeSan “spasilacki
faktor” u situaciji u kojoj postoji kognitivni deficit povezan sa oStecenjem GABAergickog sistema (slika
34).

V¥ V gustina GAD67+ ¢elija
V¥ V gustina basket (PV+, CCK+) Celija

/

M D [v kognitivna ﬂeksibilnost]

N
[‘ A ekspresija BDNF] /+y

Slika 34. Shematski prikaz pretpostavljenog mehanizma nastanka blagog kognitivnog oste¢enja kod MD Zivotinja.

Po slicnom principu kao 1 kod predloZzene kompezacijske uloge BDNF — a u reverznom ucenju,
trebalo bi spomenuti i moguc¢u ulogu serotonina za koji je pretpostavljeno da uti¢e na kontrolu reverznog
ucenja putem afektivnog procesuiranja u PFC — u (Clarke et al., 2004). Interesantno, kod adultnin MD
muzjaka postoji povecana serotoninergic¢ka aktivnost u PFC — u (Rentesi et al., 2013). Medutim, i pored
toga $to je u ovoj studiji koris¢en identican MD protokol kao i u nasoj, ne bi bilo primereno iznositi
¢vrste zakljucke o uticaju serotonina na kognitivnu fleksibilnost MD Zivotinja, pre svega imajuci u vidu
da serotonin nije bio ispitivan u eksperimentu.

Kao kortikalni region koji poslednji sazreva, PFC je osetljiv na razlicite faktore sredine zbog
produzenog postnatalnog sazrevanja. U prilog ovoj tezi o ranjivosti prefrontalne kore svedoce rezultati
dosadasnjih ispitivanja na brojnim animalnim modelima kao $to su 3 — ¢asovna MD tokom prve 3 nedelje

zivota (Ganguly et al., 2016), umereni neonatalni stres u T — lavirintu (Stamatakis et al., 2016), socijalna
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izolacija (Wall et al., 2012), fragmentovana maj¢inska nega mladunaca (Goodwill et al., 2018) i
prenatalni stres (Marchisella et al., 2021).

Na osnovu dosadasnjih saznanja sazrevanje mozdane kore odvija se prema vremenskom obrascu
u kaudalno — rostralnom smeru. Ovaj obrazac podrazumeva da prvo dolazi do sazrevanja okcipitalog,
parijetalnog 1 kaudalne polovine temporalnog reZnja, dok frontalni, rostralna polovina temporalnog
reznja i insula sazrevaju u kasnijem postnatalnom dobu. PFC zauzima krajnje rostralni poloZaj u odnosu
na neuralnu osovinu (neuroaxis) i samim tim prema na navedenom obrascu sazreva najkasnije od svih
kortikalnih struktura. Brojni razvojni procesi kao §to su maturacija ¢elija, sinaptogeneza, formiranje
nervnih krugova i mijelinizacija nastavljaju da se odvijaju postnatalno u PFC-u (Kolb et al., 2012; Oga
et al., 2013). Prekomerna produkcija sinapsi je tako primera radi najmasovnija upravo u PFC-u, dok je
proces eliminacije viska sinapsi najsporiji u celom CNS-u (Elston et al., 2009). Radi boljeg razumevanja,
navedeni tok moZzemo uporediti sa vremenskim prozorom eliminacije sinapsi u auditivnom korteksu, koji
predstavlja Cisto senzorno podrucje. U slusnoj kori eliminacija viska sinapsi po€inje krajem detinjstva i
dostize adultni nivo oko 12 — te godine (Huttenlocher and Dabholkar, 1997). U PFC - u eliminacija
pocinje u pubertetu i traje sve do sredine tre¢e decenije zivota (Petanjek et al., 2011). lako su ove razlike
vrlo upecatljive, ne bi trebalo da ¢ude s obzirom na stepen integracije koji zahteva adekvatni razvoj
kognitivnih sposobnosti. Jednostavnije re¢eno, potrebno je da se PFC razvija ,,dovoljno sporo* za §ta je
potrebno vreme u toku kojeg je ovaj mozdani region ranjiv na efekte stresa. Traumatska iskustva tokom
ranog postnatalnog zivota narusavaju osetljivi postepeni proces sazrevanja PFC — a postupkom
ubrzavanja, ¢ime neuronski krugovi dostizu zrelost pre predvidenog vremenskog roka. Primera radi, MD
dovodi do povecanja dendritske arborizacije i gustine dendritskih spina (Muhammad et al., 2012), a u
prilog navedenoj tezi govori i povecanje ekspresije BDNF — a, nalaz koji ukazuje na ubrzanje procesa
sazrevanja. Medutim, ovakvoj zrelosti koja se dostize u nekontrolisano ubrzanim uslovima nedostaje
kapacitet neophodan za procesuiranje stresova koji neminovno nastaju u kasnijem zivotnom dobu. Time
se objasnjava Cinjenica da do razvoja simptoma i znakova psihickog oboljenja dolazi nakon izlaganja
traumatskom iskustvu visokog intenziteta u ranom adultnom dobu ili ¢ak kasnije, iako su strukturne
promene nastale mnogo godina ranije (McEwen and Morrison, 2013).

Pre iznoSenja zakljuCaka, potrebno je izneti ograniCenja izvrSene studije, koja nesumnjivo
postoje. Prva, verovatno i najkrupnija limitacija ovog istrazivanja jeste kori§¢enje isklju¢ivo muzjaka
pacova. Glavni razlog za ovakvu odluku leZi u rezultatima pilot istrazivanja u kome su Zenke pokazale
Vvisok stepen varijabilnosti u ponasanju tokom BFTMT — a. Najverovatnije, ova varijabilnost nastaje kao
posledica promena u koncentraciji polnih hormona tokom menstrualnog ciklusa (Jaric et al., 2019).

Drugo, kognitivna fleksibilnost MD Zivotinja ispitivana je upotrebom samo jednog testa. Ispitivanje
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dodatnim testovima nije radeno pre svega zbog ograni¢enih kapaciteta u nasoj laboratoriji, kao i ¢injenice
da smo u postoje¢im okolnistima po prvi put sprovodili kognitivno ispitivanje zivotinja koje samo po
sebi iziskuje koriséenje velikog broja legala i zivotinja, ali i dugotrajnu pripremu za testiranje. Trece, nije
ispitivana gustina glutamatergickih celija i ¢elijska smrt, parametri koji bi najverovatnije pruZzili jasniji
uvid u mehanizme pronadenih ¢elijskih promena. Kona¢no, nasa studija je reakciju glije na neonatalni
stres ispitivala samo kroz mirkogliju, iako su do sada otkrivne i promene astroglije nakon izlaganja RTI
- u.

Prefrontalni interneuroni nesumnjivo igraju vaznu ulogu u neuronskim krugovima koji kontrolisu
kognitivne procese i emocionalno procesuiranje. Zbog morfofunkcionalne raznolikosti GABAergickih
¢elija, postoji veliki prostor u ispitivanju ¢itavog anatomskog pula GABAergickih ¢elija kod stresiranih
Zivotinja i utvrdivanju prirode potencijalnih promena u razli¢itim delovima mozga. Ne treba zaboraviti
da je pored ispitanih basket ¢elija, uticaj MD na morfologiju somatostatin, VIP i NPY imunopozitivnih
¢elija i dalje nepoznat. Rezultati ovog istrazivanja trebalo bi da makar u metodoloskom pogledu stimulisu
istrazivaCe u detaljnom anatomskom pristupu pri evaluaciji region/sloj zavisnih promena. Pored
interneurona, u oblasti RTI - a, morfofunkcionalni status razli¢itih neurotransmiterskih sistema, kao $to
su serotoninergicki, dopaminerficki, adrenergicki i holinergicki sistem, i dalje je u najvecoj meri
neistrazen. Kombinacija morfoloskih i metabolickih ispitivanja primenom metoda poput likvidne
hromatografije ima obecavaju¢i potencijal u razotkrivanju region specifinihn promena
neurotransmiterskih sistema. Kao §to je ve¢ pomenuto dvostruka bojenja celijskih populacija i faktora
¢elijske smrti, mogu dati vredne informacije o mehanizmu nastanka promena sa osvrtom na znacaj
razvojnog vremenskog prozora u kome se vrsi ispitivanje zbog prirodnih apoptotskih procesa u
razvijaju¢em mozgu. U pogledu sinapticke plasti¢nosti verovatno ¢e biti potrebna jos Citava baterija
istrazivanja ne bi li se sa sigurno$¢u ustanovio detaljan vremenski tok ekspresije BDNF — a nakon
izlaganja RTI - u. Posebnu paznju trebalo bi posvetiti glijalnoj reakciji na RTI. Naime, dubinska snimanja
savremenim konfokalnim mikroskopima daju moguénost prostorne 3D analize mikroglijalne i
astroglijalne razgranatosti $to pruza znacajne informacije pogledu preciznog sagledavanja aktivacionog

statusa ovih Celija.
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6. ZAKLJUCCI



10.

Rano traumatsko iskustvo u obliku 24 — ¢asovnog odvajanja mladunaca od majke devetog
postnatalnog dana uzrokuje promenu gustine ukupne interneuronske populacije, kao i
subpopulacija basket interneurona PFC — a

Promene gustina GABAergickih subpopulacija su specifi¢ne za razli¢ite delove PFC — a

U celoj debljini OFC — a, kao i u povrsinskim slojevima ventralne komponente mPFC - a postoji

smanjenje gustine ukupne interneuronske populacije (GAD67+)

U povrsinskim slojevima roCgl i dubokim slojevima PrL, subregionima dorzalne komponente

mPFC — a postoji smanjenje gustine PV+ basket interneurona

U povrsinskim slojevima ventralne komponente mPFC — a postoji smanjenje gustine CCK+

basket interneurona

Neonatalni stres dovodi do povecanja sinapticke plasti¢nosti u neonatalnom i mladom adultnom

PFC — u, iskazanu kroz pojacanu ekspresiju BDNF — a

Povecana eskpresija prefrontalnog BDNF — a potencijalno predstavlja kompenzacijsku reakciju

na promene u GABAergi¢kom sistemu MD Zivotinja

Neonatalni stres ne uzrokuje opstu aktivaciju mikroglije u neonatalnom i mladom adultnom dobu

Maternalna deprivacija u mladom adultnom dobu dovodi do blagog kognitivnog deficita koji

rezultira suptilnim oSte¢enjem reverznog ucenja

Blag intenzitet kognitivnog deficita i pored znacajnih morfoloskih promena u GABAergickom

sistemu prefrontalne kore mogao bi se pripisati ushodnoj regulaciji BDNF - a
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Na osnovu svega iznetog, rezultati sprovedenog istrazivanja pokazuju da rano traumatsko iskustvo u
formi 24 — Casovne maternalne deprivacije uzrokuje dugorocne promene u GABAergickom sistemu
prefrontalne kore, koje je praceno ushodnom regulacijom BDNF — a i blagim kognitivnim deficitom. S
obzirom da interneuroni igraju klju¢nu ulogu u kognitivnom funkcionisanju neophodno je bolje
razumevanje nacina na koji promene kortikalnog inhibitornog sistema uzrokovane traumama u ranom
zivotnom dobu mogu oblikovati kogniciju u zrelom dobu i uticati na razvoj mentalnih poremecaja sa

razvojnom osnovom.
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