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ULOGA MOLEKULA TENASCINA-C U STRUKTURNOJ PLASTICNOSTI
HIPOKAMPUSA

Neuronska plasti¢nost predstavlja kljuéni mehanizam adaptacije nervnog sistema na promjene.
Perineuronske mreze (PNM), kao kondenzovane forme ekstraéelijskog matriksa (ECM) koje
obavijaju neuronska tela, pokazale su se kao vazni regulatori ove plasti¢nosti. Glikoprotein
tenascin-C (TnC) je zna¢ajna komponenta ECM, ¢&ija uloga u strukturnoj plasti¢nosti hipokampusa
nije u potpunosti razjasnjena. Osim toga, rana traumatska iskustva, poput materinske deprivacije
(MD), negativno uti¢u na razvoj mozga i funkciju inhibitornih parvalbumin pozitivnih (PV+)
interneurona, koji eksprimiraju PNM. Obogacena sredina (OS) je neivazivna metoda za povecanje
neuronske plasti¢nosti, dok materinska deprivacija predstavlja stresno iskustvo koje moze dovesti
do suprotnog efekta. Istrazivanjem modela deficijencije TnC i materinske deprivacije, moguce je
istraziti kako razli¢iti uslovi uti¢u na PNM 1 sinapti¢ku plasticnost u hipokampusu i medijalnoj
prefrontalnoj kori (MPFK). TnC deficijentni (TnC™") i misevi divljeg tipa (TnC*"*) starosti 21 dan,
su uzgajani u OS i standarnoj sredini (SS) 8 sedmica nakon ¢ega je pristupljeno ispitivanju broja,
inteziteta i ultrastrukture PNM, ekspresiji inhibitornih i ekscitatornih sinaptickih zavrSetaka,
koriste¢i savremene tehnike fluorescentne mikroskopije. Nasi rezultati pokazuju da je nedostatak
TnC doveo do promjene u ultrastrukturi PNM ka smanjenju kondenzovanosti sa povecanjem
gustine inhibitornih i smanjenjem gustine ekscitatornih zavrSetaka u dentatnom girusu (DG).
Takode, nedostatak TnC vodi do povecanja broja PNM i inhibitornih zavrSetaka u CA2 regionu
hipokampusa. OS je uticala na poveéanje gustine inhibitornih zavrSetaka u DG, CA2 i CA3
regionima, s tim da je promjena u DG pracéena i poviSenim intezitetom PNM. Promjene u PNM i1
sinaptickoj ekspresiji nisu pronadene u CA1 regionu. Da bismo ispitali uticaj MD na PNM i PV+
interneurone u medijalnoj prefrontalnoj kori i dorzalnom hipokampusu pacova, primjenili smo 24-
¢asovno odvajanje od majke na 9. postnatalni dan. MD u mPFK odraslih pacova je uzrokovala
smanjenje gustine ukupnih PNM i PNM koji obavijaju PV+ interneurone (PNM+PV+) u rostralnoj
cingulatnoj kori, kao i smanjenje inteziteta iste populacije u prelimbickoj kori. Gustina i intezitet
PNM-+PV+ su smanjeni u infralimbickoj kori nakon MD, dok je intezitet inhibitornih zavrSetaka
na PNM+PV+ neurone povisen. MD nije uzrokovala promene u gustini PV+ interneurona u
mPFK, niti je uticala na PNM 1 PV+ interneurone u hipokampusu. Zaklju¢ujemo da TnC svoju
ulogu u regulaciji strukturne plasti¢nosti hipokampusa najizraZenije ispoljava u regionima DG 1
CA2. Takode, pokazujemo da rano traumatsko iskustvo u vidu MD najviSe uticaja ima na
infralimbic¢ku koru mPFK.

Kljucéne rije¢i: tenascin-C, perineuronske mreze, sinapti¢ka plasti¢nost, interneuroni,
parvalbumin, obogacena sredina, materinska deprivacija, hipokampus, prefrontalna kora
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THE ROLE OF TENASCIN-C MOLECULE IN THE STRUCTURAL PLASTICITY OF
THE HIPPOCAMPUS

Neuronal plasticity represents a key mechanism for adapting nervous system to changes.
Perineuronal nets (PNNs), as condensed forms of extracellular matrix (ECM) surrounding
neuronal cell bodies, have been shown to be important regulators of neuronal plasticity. The
glycoprotein tenascin-C (TnC) is a significant component of ECM, and its role in the structural
plasticity of the hippocampus is not fully understood. Additionally, early traumatic experiences,
such as maternal deprivation (MD), negatively impact brain development and the function of
inhibitory parvalbumin-positive (PV+) interneurons, which express PNNs. Enriched environment
(EE) is a non-invasive method to enhance neuronal plasticity, while maternal deprivation
represents a stressful experience that may lead to the opposite effect. By investigating TnC-
deficient models and maternal deprivation, it is possible to explore how different conditions affect
PNNs and synaptic plasticity in the hippocampus and medial prefrontal cortex (mPFC). TnC-
deficient (TnC”) and wild-type (TnC**) mice, 21-day-old, were reared in EE and standard
environment (SE) for 8 weeks, after which the number, intensity, and ultrastructure of PNNs, as
well as the expression of inhibitory and excitatory synaptic terminals, were examined using
advanced fluorescent microscopy techniques. Our results show that TnC deficiency led to changes
in the ultrastructure of PNNs, with a reduction in condensation, an increase in the density of
inhibitory terminals and a decrease in the density of excitatory terminals in the dentate gyrus (DG).
Also, TnC deficiency leads to an increase in the number of PNNs and inhibitory terminals in the
CAZ2 region of the hippocampus. EE induced an increase in the density of inhibitory terminals in
CAZ2, CA3, and DG regions, with changes in DG being accompanied by increased intensity of
PNNSs. No changes in PNNs and synaptic expression were found in the CAL region. To investigate
the effect of MD on PNNs and PV+ interneurons in the medial prefrontal cortex and dorsal
hippocampus of rats, we applied a 24-hour maternal separation on postnatal day 9. MD in the
mPFC of adult rats caused a reduction in the density of total PNNs and PNNs surrounding PV+
interneurons (PNN+PV+) in the rostral cingulate cortex, as well as a reduction in the intensity of
this population in the prelimbic cortex. The density and intensity of PNN+PV+ were decreased in
the infralimbic cortex after MD, while the intensity of inhibitory terminals on PNN+PV+ neurons
was increased. MD did not cause changes in the density of PV+ interneurons in the mPFC, nor did
it affect PNNs and PV+ interneurons in the hippocampus. We conclude that TnC plays its role in
regulating structural plasticity of the hippocampus most prominently in the DG and CA2 regions.
Additionally, we show that early traumatic experiences in the form of MD have the greatest impact
on the infralimbic cortex of the mPFC.

Keywords: tenascin-C, perineuronal nets, synaptic plasticity, interneurons, parvalbumin,
enriched environment, maternal deprivation, hippocampus, prefrontal cortex

Scientific field: Biology

Scientific subfield: Biophotonics



Sadrzaj

R U 1Yo o [T U T TP PSP TP PP PRSPPSO 1
1.1, EkstraceliJSKi MAtrIKS ........ccooiiiiiiiiiiie s 1
1.2, PeriNCUIONSKE MICZE .....veiuieiiiieiiiiiiieiie sttt ettt e st e be e sie e sbeesbeeebeesaeeanbeesteeaneeas 2

0 I £ (o] ¢ | - USSR 2
1.2.2.  Sastav perineuronskih MreZa .........ccccoovviiiiiiiiiiiiiie e 3
1.2.3.  Funkcije perineuronskih mMreZa..........ocooeoviiiiiiiiiiienie e 4
1.2.4. Poremecaji vezani za ekspresiju PNM........cccoiiiiiiiiiiiiiceccee e 6
1.2.5. Neuronska plasti¢nost, kriticni period i razvo] PNM.........c.coceviiiiiiiiniieneee 7
1.3 TENASCIN-C .ottt 9
1.3.1.  Tenascin-C, neuronska plastiénost i PNM.........ccccoociiiiiiiiinininieccse e 11
14, UICA] STEOINE .. ettt bbbttt e bbbt ene s 12
1.5, Obogacena STEAINA .........c.cciiiiiiiiiiiii i 12
1.5.1. Obogacena sredina i perineuronSKe MICZE ..........ccuerrveerurriieereesiieeseesneeseesneeseeas 14
1.6, MaterinSKa UEPIIVACIHA .....ccveeueeiuieiiecicite ettt sttt re et e sreeae e e sreenne s 15
1.6.1. Materinska deprivacija i perineuronske mreZe ...........ccooevvrviiiiiiniiciieneneseene 16
1.7.  Funkcionalna anatomija NiPOKaMPUSA...........cceieiiiiiiiieie e 17
1.7.1.  Struktura, projekcije i funkcija NipOKampuSa. ...........ccccviriiininiiieesc s 17
1.7.2.  Celijska organizacija i neurotransmiteri u hipoKampusu...........coceveeveereerrrerrnnns 19
1.7.3. Hipokampus i 0bogacena SIEdiNa ..........ccuervirieiiiriiirieiieie e 20
1.7.4.  Hipokampus i materinska depriVacCija...........cccevverueiiieiieieiie e se e 21
1.8.  Funkcionalna anatomija prefrontalne Kore...........ccocooveiiieiiiie e 22
1.8.1.  Struktura, projekcije i funkcija prefrontalne Kore............cccooeiveieiic v 22
1.8.2.  Prefrontalna kora i hipOKaAmMPUS .........coviiiieiiiii e 23
1.8.3.  Celijska organizacija i NEUrOtraANSIMItEr ...........evveveereereererrerceeeeeeeeseeseesese e 23
1.8.4.  Prefrontalna kora i materinska deprivacija .........cocoocevererenininiieieie e 24
2. CilJEVI ISTAZIVANTB ... eeteetiiiiesieeie ettt b e bbbt nb e bt enbeen e nns 26
3. MaLerijal I MELOUE. ... .c.eeieiieeiieee bbbttt ettt sb bbb eneas 27

3.1.  Upotrebljene hemikalije, puferi, rastvori i antitijela..........cccccovvevviiini i 27



3.2, ZEVOUINJC corvvreieeceeisteeee sttt sttt n et sttt sttt en et n et as et en st e et en et 30
3.2.1.  Genotipizacija miSeva PCR 1eakCijom ........ccccovvviiiiiiiiiiiiiiie e 30
3.3.  Eksperiment 0bogacene STEAINE ........cccuuiviiiiiiiiiiiiiiie et 31
3.4.  Eksperiment materinSke depriVaCIJe .........cccviirieiieiiieiese st 33
3.5, PrIPremMa tKIVA ....c.ooviiiiiiiiiiciee bbbt 34
3.6, IMUNONISTONEMIJA.....civiiiiiiiieee s 35
3.7, HiStOIOSKO DOJENJE....vivviiiiiiiiiisiieie e 36
IR T |V 11 0] (o] |- SRR 39
3.8.1.  Konfokalna mMiKroSKOPIJa........cceeviiierieiiieiie i 39
3.8.2.  Svjetlosna MIKrOSKOPIA.......c.coiiiiiieiiiie s 39
3.8.3.  Super-rezoluciona MiKrOSKOPIJa .......ccvivveiieiiiaieieesie e s 40
3.9, ANANZA SITKA....c.eeeeeiee s 42
3.9.1.  Analiza ekspresije PNM i sinaptickih terminala............c.cccoovviiiiininninicnicnenn 42
3.9.2.  Analiza zapreming MOZGA.......cooueueierierieiiesiesieeeeee ettt sbe e 42
3.9.3.  Analiza ultrastrukture PNIM .........ccooiiiiiiiceee e 43
3.10. StatistiCKa ANAlIZA ......cvvveiiiiiiiiiic e 44
A, REZUITALE ... vttt bbb 45
4.1. Uloga TnC i obogacene sredine u ekspresiji PNM u hipokampusu misa...................... 45
4.2. Uloga TnC i obogacene sredine u strukturnoj sinaptickoj plasticnosti hipokampusa misa
48
4.3. Uloga TnC i obogacene sredine u formiranju ultrastrukture PNM u hipokampusu misa
53

4.4. Uticaj MD na ekspresiju PNM i PV neurona u mPFK i hipokampusu pacova ............. 55
4.5. Uticaj MD na strukturnu sinapticku plasti¢nost u mPFK pacova...........cccocvoiniininnns 60
4.6. Efekat MD na volumen mPFK i hipokampusa PacoVva...........c.ccovreeeeiieneenenienesienieenns 61
5. DISKUSTJA ..ttt bbbt b b bbbt bttt b bbb aeene s 62
5.1.  Uloga TnC i obogacene sredine u strukturnoj plasti¢nosti DG...........c.ccccevvveiiiiinnenn. 63
5.2.  Osvrt na upotrebu mikroskopskih tehnika sa super rezolucijom ..........ccccceeevveeiieeninenn, 64
5.3.  Uloga TnC i obogacene sredine u ultrastrukturi PNM i sinaptickoj ekspresiji DG....... 66
5.4.  Uloga TnC u strukturnoj plasticnost CA1-3 regIONa .........ccccurerirreieiienereseseseseaieas 67
5.5.  Uticaj MD na PNM u prefrontalnoj KOri pacova...........cccccvvveiieiieiiie e 69
5.6. Uticaj MD na PNM u hipokampusu PaCOVE .........c.eoeriiriiiiiiniiniseeieieie e 70
5.7. Uticaj MD na volumen prefrontalne kore i hipokampusa pacova ...........cc.cccceverernnnnns 70



6.
7.

5.8.  Uticaj MD na sinapticku plasti¢nost mPFK ...........ccccooiiiiiiiii e
5.9. Interakcija PNM i sinapsi u modelu ranog traumatskog iSKustva............cccocevvevverunnee.
Y] | 18 73 E RPN

Literatura



1. Uvod

1.1. Ekstracelijski matriks

Potporna sredina koja omogucava pravilno funkcionisanje organizma, odrzavajuci
intergritet tkiva i meducelijsku komunikaciju, se naziva ekstraéelijski matriks - ECM (eng.
extracellular matrix, ECM). ECM se sastoji od velikog broja medusobno povezanih
makromolekula, ¢iji je sastav razli€it u zavisnosti od funkcije koju obavlja (Mouw et al., 2014a).
Razlicita tkiva se odlikuju specifi¢nim odnosom éelija i ECM, npr. vezivna tkiva sadrze mnostvo
ECM i manje éelija, dok su epitelna tkiva odlikovana gustom distribucijom ¢elija i manjim
sadrzajem ECM (Novak and Kaye, 2000). ECM centralnog nervnog sistema sadrzi mnoge
kompenente koje se mogu naci u ostalim tkivima, ali se od njih izdvaja jedinstvenim molekularnim
sastavom (Novak and Kaye, 2000).

Glavne makromolekule koje c¢ine ECM su: kolagen, elastin, fibronektin, laminin,
proteoglikani i glikoproteini (Bandtlow and Zimmermann, 2000; Mouw et al., 2014a). ECM
nervnog sistema sadrzi relativno malu koli¢inu fibroznih proteina kao Sto su kolagen i fibronektin,
jer u njegov sastav vecinski ulaze glikozaminoglikani (GAG), bilo da su vezani za proteine i
formiraju proteoglikane, ili nevezani u formi hijaluronske kiseline (HK) (Novak and Kaye, 2000).
Proteoglikani se sastoje se od centralnog proteina kovalentno vezanog za dugacke lance
ponavljaju¢ih disaharida glikozaminoglikana. U zavisnosti od strukture GAG lanaca, njihove
distribucije i gustine, proteoglikani se dijele na: heparin sulfat, dermatan sulfat, kreatin sulfat i
hondroitin sulfat (Bandtlow and Zimmermann, 2000). Hondroitin sulfat proteoglikani (HSPG),
poznati kao i lektikani, su glavne gradivne i regulatorne molekule ECM-a nervnog sistema
(Ruoslahti, 1989). Sastoje se od centralnog proteina i ponavljaju¢ih disaharida glukuronske
kiseline i N-acetilgalaktozamina koji ¢ine GAG. Prema gradi i funkciji u nervnom sistemu, HSPG
dijelimo na: agrekan, neurokan, verzikan i brevikan. HSPG intereguju sa drugim molekulama tako
Sto posjeduju domene za vezivanje sa: hijaluronskom kiselinom, faktorima rasta, glikoproteinima
i drugim lektikanima (Bandtlow and Zimmermann, 2000; Lundell et al., 2004; Yamaguchi, 2000).

U nervnom sistemu, neuroni i glija ¢elije lu¢e makromolekule ECM-a &iji se profil ekspresije

dinami¢no mijenja tokom razvica i rasta jedinke, variraju¢i u razliitim regionima mozga
(Ruoslahti, 1996). 10-20% mozdanog tkiva &ini upravo ECM koji se, po svom sastavu i funkciji
klasifikuje na:

e Perineuronske mreze (PNM) su forma ECM koja usko obavija tijela i proksimalne nastavke
odredenih neurona u centralnom 1 perifernom nervnom sistemu. Odlikuje se veéim
stepenom kondenzovanosti i razli¢itim ekspresivnim profilom molekula od okolnog tkiva,
tako prave¢i posebnu formu koja nalikuje na mrezu. PNM se vecinski sastoje od
proteoglikana, hijaluronske kiseline i glikoproteina, sa glavnhom funkcijom u regulaciji
neuronske plasti¢nosti.



e Perivaskularni ECM, vecinski graden od kolagena i laminina, zauzima prostor izmedu
endotelnih ¢elija i astrocita i vazan je u odrzavanju krvno-mozdane barijere kao mehanicka
I hemijska potpora.

e Intersticijalni “hibridni“ matriks, kojeg Cine proteoglikani, kolagen, fibronektin 1 laminin,
popunjava preostali ekstracelijski prostor nervnog sistema, posredujuc¢i izmedu nervnih,
glijalnih, imunskih i endotelnih ¢éelija (Ulbrich et al., 2021).

Osim osnovne potporne uloge, pokazano je da ECM uéestvuje u homeostazi tkiva, migraciji éelija,
njihovom prezivljavanju, sazrijevanju i diferencijaciji, kao i u razvijanju tumora (Novak and Kaye,
2000).

1.2. Perineuronske mreze
1.2.1. Istorijat

Cuveni citolog, Kamilo Goldzi, je 1898. godine, posmatraju¢i koru velikog mozga macke,
prvi put opisao retikularne formacije okolo tijela neurona i proksimalnih nastavaka, nazvasi ih
,perifernim retikulom®, a zatim perineuronalnim mrezama (PNM) (Slika 1) (Golgi, 1898). Njegovi
ucenici su kasnije potvrdili postojanje ovih struktura, cak i tada interpretiraju¢i poligonalne
Supljine kao prostore kroz koje prolaze aksonski terminali i projektuju se na povr§inu neurona.
Isprva, citolozi nisu prihvatali postojanje PNM, smatraju¢i da su to artefakti koagulacije
pericelularne te¢nosti, ali nakon §to je vodeci patolog tog vremena, Ramon I Kahal, potvrdio
postojanje PNM, bile su prihvacene od strane nau¢ne zajednice. 1931. godine, Rondinini je
napravio prvu komparativnu studiju PNM, pokazavsi da su prisutne u centralnom nervnom sistemu
vodozemaca, gmizavaca i ptica (Celio et al., 1998).

Slika 1. Originalni crteZi iz radova GolZija, Donadija i Ramon I Kahala. 1) Prvi crtez PNM,
rad Kamila Golzija, nervna ¢elija sa retikularnim omotacem u ki¢menoj mozdini macke. 2) Uvecani detalj
koji pokazuje izgled Supljina u PNM. 3) Crtez Artura Donadija, nervna ¢elija iz kicmene mozdine psa. 4)
Uvecani detalj pericelularne mreze. 5) Rad Ramon I Kahala, neuron iz mozga macke. Modifikovano iz
Vitellaro-Zuccarello et al., 1998.



1.2.2. Sastav perineuronskih mreza

PNM su visoko heterogene strukture, ¢ije su osnovne gradivne jedinice:

Hijaluronska kiselina,
Proteoglikani: agrekan, brevikan, neurokan i verzikan,
Link proteini HAPLN-1, -3 i -4 (eng. Hyaluronic Acid and Proteoglycan Link Protein —
HAPLN),
e Glikoproteini: tenascin R i C (TnR i TnC) (Ruoslahti, 1996).

Nastanak PNM je iniciran aktivno$¢u transmembranskog enzima hijaluronan-sintetaze
(HAS) koji sintetiSe lance hijaluronske kiseline u ekstracelijski prostor. HK je polimer sastavljen
od stotina ponovljenih disaharidnih jedinica glukuronske kiseline i acetilgalaktozamina i jedini je
glikozaminoglkan u PNM koji nije sulfatisan (Rhodes and Fawcett, 2004). Hijaluronska kiselina
je glavna komponenta PNM, koja stvara potporni okvir za vezivanje ostalih molekula. In vitro
istrazivanje je pokazalo da i drugi tipovi cCelija, kao Sto su HEK ¢elije, posjeduju moguénost
formiranja kondenzovanog ECM i strukture sliéne PNM, kada im se ugrade HAS enzimi u
membranu (Kwok et al., 2010).

Lektikani se odlikuju viSestrukim mjestima vezivanja drugih molekula, gdje se njithov N-
terminalni kraj veze za hijaluronsku kiselinu, dok se C-terminalni kraj proteina veze za tenascin-
R. Ove molekule ne posjeduju samo strukturnu ulogu u mozgu, ve¢ su i ukljuceni i u njegov razvoj,
tako $to interaguju sa faktorima rasta i molekulama koje regulisu ¢elijsku atheziju (Bandtlow and
Zimmermann, 2000).

Glikoproteini tenascinske porodice koji ulaze u sastav PNM predstavljaju vaznu grupu
molekula koja ¢e biti opisana u posebnom poglavlju ove doktorske teze.

Link proteini, kojima pripradaju HAPLN grupa formiraju nekovalentne veze izmedu
hijaluronske kiseline i proteglikana, sprecavaju¢i difuziju lektikana (Galtrey et al., 2008). Familija
HAPLN link proteina se sastoji od 4 razlicita proteina od kojih su tri detektovana u mozgu:
HAPLN1 i HAPLN4 koje eksprimiraju neuroni koji su okruzeni PNM, i HAPLN2 kojeg
eksprimiraju oligodendrociti 1 koji je prisutan u PNM vecinski sastavljenih od verzikana koje se
nalaze oko Ranvijerovih ¢vorova (Oohashi et al., 2015).

PNM se formira tako §to se linearni lanci hijaluronske kiseline vezu za ekstracelijske
lektikane, a njihove interakcije su ojaCane vezanjem link proteina i glikoproteinima tenascinske
porodice (Celio and Chiquet-Ehrismann, 1993; Chiquet-Ehrismann and Tucker, 2011; Lundell et
al., 2004; Yamaguchi, 2000). Molekule PNM-a se prvo povezuju u trimerne jedinice, sastavljene
od lektikana koji se svojim N krajem vezao za HK, a C krajem za tenascin-R. Medusobnim
povezivanjem i interakcijom trimernih jedinca nastaje kompletna PNM. Osim neurona oko kojeg
se obavija PNM, komponente koje ulaze u njen sastav luée i glijalne ¢elije, mirujuci i reaktivni
astrociti, kao i oligodendtrociti (Slika 2) (Kwok et al., 2011).
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Slika 2. Sastav i organizacija PNM. A) Molekule ECM koje luge razli¢iti tipovi ¢elija: oligodendrociti,
neuroni, astrociti i reaktivni astrociti. B) PNM su sklopljene na nacin da se na hijaluronsku kiselinu vezu
proteogikani koje medusobno povezuje tenascin-R. Dio PNM su TnC i enizimi koji je razgraduju.

C) Tipovi i strukture molekula koje ¢ine i razgraduju PNM.

1.2.3. Funkcije perineuronskih mreza

PNM su pronadene u svim regionima mozga i kicmene mozdine, ali njihove funkcije su
najvise istrazivane u kori velikog mozga i subkortikalnim mozdanim strukturama (Celio et al.,
1998). Tako je potvrdeno da PNM kontrolisu plasti¢nost vizuelne kore velikog mozga (Pizzorusso,
2002), kontrolu straha u amigdali (Gogolla et al., 2009), prostornu organizaciju mreznih ¢elija
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(eng. grid cells) u entorinalnoj kori (Christensen et al., 2021), asocijativno motorno uéenje u
malom mozgu (Carulli et al., 2020) i socijalnu memoriju u hipokampusu (Cope et al., 2022;
Dominguez et al., 2019).

Prvobitno se smatralo da je glavna funkcija PNM mehanicka potpora neuronima, medutim,
danas se zna da su PNM dinamicne strukture koje aktivno ucestvuju u regulaciji sinapticke
aktivnosti, smatraju¢i se dijelom cetvorodjelne sinapse, koja predstavlja jedinstvo pre- |
postsinapti¢kih terminala, glija ¢elija i ECM (Dityatev and Rusakov, 2011). Odnos PNM i
sinaptickih terminala je predstavljen na Slici 3.

Distalni dentriti
bez PNM

Proksimalni dentriti

Aferentni

aksoni

Tijelo neurona
Sinapticki sa PNM
terminali

Slika 3. Sematski prikaz neurona koji je obavijen perineuronalnom mreZom. Tijelo neurona i
proksimalni nastavci su obavijeni retikularnom mrezom koja podsjec¢a na sace, dok distalni nastavci
nemaju PNM. Supljine u mreZi su mjesta gdje aferentni aksoni uspostavljaju sinapse sa neuronom koji
eksprimira PNM. Modifikovano iz De Winter et al., 2016.

PNM vrse nekoliko osnovnih funkcija u nervnom sistemu:

Regulisanje plasticnosti stabilizacijom sinapticke povezanosti (Van’t Spijker et al., 2019);
Zastita neurona 1 sinapsi formiranjem fizicke barijere i jonskog Stita koji bi odrzavao
integritet sinaptickih veza od potencijalno oSteCuju¢ih neurohemijskih stimulusa
(Morawski et al., 2004);

e Vezivanje molekula koje omogucavaju ili inhibiraju formiranje sinapsi (De Winter et al.,
2016).



PNM reguliSu formiranje sinapsi na dva razliita nacina: stabilizacijom postojecih 1
restrikcijom nastanka novih sinapsi (Carceller et al., 2020a). PNM su takode svojevrsni puferski
sistemi i rezervoari katjona, poput Ca®*, K* i Fe?* (Briickner et al., 1993; Cabungcal et al., 2013).
Akumuliraju¢i Fe?* jone, PNM uéestvuju u odbrani neurona protiv oksidativnog stresa, kao i od
Tau proteina u Alchajmerovoj bolesti, ostvarujuéi na taj nacin svoju protektivnu ulogu (Suttkus et
al., 2016).

U zavisnosti u kojem regionu mozga i oko kojih tipova neurona se eksprimiraju, PNM
imaju specijalizovane uloge u regulaciji plasti¢nosti. U kori velikog mozga, PNM se najcesce
formiraju okolo inhibitornih interneurona koji eksprimiraju Ca?*-vezujuéi protein — parvalbumin,
1 oznaCavaju se PV+ interneuroni (Carceller et al., 2020b; Yamada et al., 2015). PV+ interneuroni
obavijeni sa PNM pokazuju vecu gustinu perisomatskih ekscitatornih i inhibitornih sinaptickih
klastera i duze aksone, u poredenju sa PV+ neuronima bez PNM (Carceller et al., 2020b). Zbog
toga se funkcije PNM i PV+ interneurona ¢esto zajedno ispituju kao i njihova uzro¢no-posljedi¢na
veza. Medutim, PNM u hipokampusu se ve¢inom nalaze okolo ekscitatornih piramidalnih neurona
(Carstens et al., 2016; Gottschling et al., 2019), §to ukazuje na razli¢itu funkciju u ovom regionu
mozga. Lupori i saradnici su objavili sveobuhvatan atlas ekspresije PNM i PV+ interneurona za
vise od 600 regiona mozga odraslog misa (Lupori et al., 2023). Pokazali su da je ekspresija PV+
dobar prediktor agregacije PNM i da su PNM najvise zastupljene u ¢etvrtom sloju primarnih
senzornih podrucija kore velikog mozga, kao i da je njihova zastupljenost u korelaciji sa
projekcijama iz talamusa. Osim §to su difuzne PNM pronadene u somatosenzornoj, vizualnoj,
auditornoj i retrosplenijalnoj kori velikog mozga, u velikom broju su zastupljene u srednjem
mozgu, produzenoj mozdini 1 mozdanom stablu, a gdje njihova funkcija nije dovoljno istaZzena,
budu¢i da se prednost daje viSim moZzdanim strukturama. Takode, analizom distribucije PNM 1
atlasa ekspresije gena, utvrdeno je da je pojava PNM pozitivno korelisana sa ekspresijom gena
koji ucestvuju u mijelinizaciji, mitohondrijskih funkcija i ¢elijskog disanja, dok su negativno
korelisane sa procesima sinapticke plasti¢nosti, postsinapticke gustine, regulacije strukture sinapsi,
ucenja i memorije (Lupori et al., 2023).

1.2.4. Poremecéaji vezani za ekspresiju PNM

Poremecaji u ekspresiji PNM su pronadeni kod neuropsihijatrijskih bolesti u ¢ijoj je bazi
poremecena homeostaza ekscitacije 1 inhibicije, kao $to je Sizofrenija, bolesti zavisnosti 1 gubitak
memorije (Mauney et al., 2013; Slaker et al., 2016a; Thompson et al., 2018). Zbog toga, PNM su
kandidati za farmakolosku terapiju ovakvih poremecaja. Osim farmakoloski, u cilju terapije je
moguce djelovati na PNM promjenom ponasanja i okruzanja, buduci da ekspresija PNM zavisi od
uticaja spoljasnje sredine i iskustava kroz koje jedinka prolazi (Soleman et al., 2013).



1.2.5. Neuronska plasti¢nost, kriti¢ni period i razvoj PNM

Promjene u fiziologiji i ponasanju koje nastaju kao posljedica iskustva jedinke, su
posredovane reorganizacijom sinaptickih konekcija u odredenim neuroloskim mrezama. Ova
osobina nervnog sistema je nazvana neuronska plasti¢nost (Kolb et al., 2012). Tokom ranog
razvoja, nervni sistem je posebno podlozan spoljasnjim stimulusima i tada su nivoi neuronske
plasti¢nosti najvisi tokom zivota jedinke (Citri and Malenka, 2008).

Vazna osobina promjena koje su oblikovane spoljasnjim stimulisima je da su vremenski
zavisne, i efekat tih promjena upravi zavisi od toga kada se u razvoju mozga jedinke desio odredeni
stimulus. Vremenski interval u kojem neko iskustvo moze da uti¢e na razvoj mozga se naziva
prozor plasti¢nosti. Ukoliko je kljucno da se iskustvo desi u odredenom vremenskom intervalu
tokom razvoja mozga, taj vremenski interval se naziva kriti¢ni period (Pinel and Barnes, 2018).
Kod glodara, kriti¢ni period se zavrSava par sedmica nakon rodenja, u zavisnosti od regiona
mozga, medutim, vazno je da se poklapa sa zavrSetkom formiranja PNM (Kwok et al., 2011; Wang
and Fawcett, 2012). Sastav PNM se mjenja sa razvi¢em jedinke, tako da su PNM u prvih par
sedmica zivota manje kondenzovane i sa¢injene od neurokana, verzikana i tenascina-C, dok su
agrekan, brevikan i tenascin-R dominantni u mozgu adulta ¢ineci ove strukture kondenzovanijim
(Carulli et al., 2007).

Jedna od osnovnih hipoteza o ulozi PNM u neuronskoj plasti¢nosti navodi da PNM
omogucavaju remodelovanje sinapsi razvijajuéeg mozga zbog stanja niske kondenzovanosti, koja
se mjenja starenjem i vjerovatno ograni¢ava sinaptogenezu i ojaCava postoje¢e konekcije u
adultnom Zivotu (Yamaguchi, 2000). Zbog toga je razgradnja PNM u adultnom dobu povezana sa
reaktivacijom plasti¢nih procesa koje odlikuju kriti¢ni period (Romberg et al., 2013). U vizuelnoj
kori pacova, kraj kriti¢nog perioda se deSava oko tre¢e sedmice Zivota i mjeri se stabilizacijom
formiranih sinapsi (Pizzorusso et al., 2002). U medijalnoj entorinaloj kori velikog mozga, koja
Salje i prima signale iz hipokampusa, PNM se poc¢inu formirati oko 12-tog postnatalnog dana (PND
12). Oko 17-tog PND dobijaju potpunu ekspresiju i formu, $to je uzeto kao okvirni interval za
kriticni period hipokampalne formacije (Travaglia et al., 2018). Molekularni markeri i obrasci
ponasanja koji sluze za pracenje kraja kriticnog perioda se mogu razlikovati izmedu regiona
mozga, ali ono S§to se istice jeste da su vezani za zavrSetak formiranja PNM.

Jedna od najistrazenijih funkcija PNM je njihov uticaj na sinapti¢ku plasti¢nost. Ova vrsta
plasti¢nosti se odnosi na promjene u strukturi sinapsi (strukturna plasti¢nost) i snazi prenoSenja
signala u mozgu (funkcionalna plasti¢nost), a zasluzna je za adaptaciju nervnog sistema na
dinami¢nu spoljasnju i unutra$nju sredinu (Bosiacki et al., 2019). Funkcionalne promjene
podrazumjevaju modifikacije broja i aktivnosti neurotransmiterskih receptora na membrani pre- i
post sinapse, kao 1 promjene u intezitetu oslobadanja neurotransmitera. NajCeSCe se
eksperimentalno odreduju mjerenjem dugotrajne potencijacije (eng. long-term potentiation, LTP)
i dugotrajne depresije (eng. long-term depression, LTD) da bi se utvrdila snaga sinapticke
povezanosti (Lee et al., 2000). Dok se funkcionalne promjene uglavnom proucavaju upotrebom
elektrofizioloSkih metoda, strukturna sinapticka plasticnost, na kojoj ¢e biti fokus u ovom radu, se



oslanja na upotrebu mikroskopije za snimanje sinaptickih klastera na dendritskim trnovima
(Nimchinsky et al., 2002).

Najvazniji faktori koji utiCcu na sinaptiCku plasticnost jeste sinteza i proteoliza
komponenata ECM i PNM. Dodavanjem enzima ABC hondroitinaze, koji razlaze HSPG, glavne
komponente PNM, pokazana je promjena u veli¢ini dentritskih trnova (De Vivo et al., 2013).
Kondenzovane PNM mogu fizi¢ki ograniavati sinapticke receptore poput AMPA (a-amino-3-
hidroksi-5-metil-4-izoksazolepropionska kiselina) receptore (AMPAR), ¢ija se lateralna difuzija
povecava nakon razgradnje PNM u kulturi hipokampalnih neurona pacova (Frischknecht et al.,
2009). Osim razlaganja HSPG, digestija hijaluronske kiseline dovodi do hiperekcitabilnosti
neuronske mreze hipokampalnih neurona, epilepticne aktivnosti koja je suprimirana dodatkom
AMPAR i L-tipa voltazno zavisnih kalcijumskih kanala (eng. L-type voltage dependent calcium
channel, L-VDCC) (Vedunova et al., 2013). Iz ovih primjera je vidljivo da digestijom molekula
koje ¢ine PNM dolazi do poremecaja sinaptickih projekcija i prenosa signala u neuronskim
mrezama, ukazujuéi na vaznost PNM za sinapticku plasticnost. Jo§ jedan od nacina kontrole
formiranja sinapsi je vezivanje odbijaju¢ih molekula poput semaforina 3A za PNM, koji
sprijecavaju uspostavljanje sinapsi (De Winter et al., 2016). Kreiranjem linije miSeva koji
posjeduju Cre-LoxP sistem za kontrolisanu ekspresiju enzima ABC hondroitinaze u CA2
neuronima hipokampusa, uspostavljena je selektivna digestija HSPG koja omoguéava detaljnije
ispitivanje funkcija PNM (Carstens et al., 2020). Remodelovanje PNM se mozZe posti¢i aplikacijom
enzima koji degradiraju njene komponente, gdje se isticu matriksne metaloproteinaze (MMP) i
disintegrin metaloproteinaze sa trombospondinskim motivima (eng. a disintegrin and
metalloproteinase with thrombospondin motifs, ADAMTS) (Levy et al., 2015; Stamenkovic et al.,
2017a). ADAMTS degradiraju lektikane, lokalizovani su u neokorteksu i hipokampusu, a
povecana im je aktivnost krajem druge postnatalne sedmice, $to se poklapa sa kritiénim periodom
sinaptogeneze (Levy et al., 2015). Povisena aktivnost MMP-9 je dovela do razgradnje PNM koje
obavijaju PV+ interneurone, rezultuju¢i u senzornoj hipersenzitivnosti u zZivotinjskom modelu
Fragile X sindroma (Wen et al., 2018). Aktivnost MMP-9 je takode bila povisena u malom mozgu
misa nakon gajenja u stimulativnoj sredini, dok je ekspresija PNM smanjena u tom regionu,
ukazujuc¢i na mogucu razgradnju posredovanu ovim enzimom (Stamenkovic et al., 2017a).

Osim enzimatskog uklanjanja komponenti PNM, da bi ispitali koji je znacaj pojedinacnih
molekula u sinaptickoj plasti¢nosti, kreirane su linije zivotinja Sa selektivno eleminisanim:
agrekanom, brevikanom, neurokanom, TnR i TnC (Favuzzi et al., 2017; Rowlands et al., 2018a,
Evers et al. 2002). Adultni miSevi kojima je onemogucena ekspresija agrekana su imali
reaktivirano stanje plasticnosti vizuelne kore, Sto je pozitivno uticalo na njihovu memoriju
prepoznavanja objekata (Rowlands et al., 2018b). Time je prvi put pokazan znacaj agrekana kao
glavnog funkcionalnog konstituenta PNM. Ispitivanjem brevikanskih mutanata utvrdeno je da ovaj
molekul uti¢e na hipokampalne PV+ interneurone tako Sto kontroliSe lokalizaciju K+ kanala 1
nivoe AMPA receptora (Favuzzi et al., 2017). Uklanjanje neurokana je dovelo do promjena u PNM
prefrontalne kore velikog mozga, 1 uticalo na sposobnost prepoznavanja redoslijeda dogadaja 1



adaptiranja na nove situacije (Baidoe-Ansah et al., 2023). Nedostatak tenascina-R uti¢e na
stabilizaciju strukture PNM, i neophodan je za integraciju agrekana u PNM kao i za ekspresiju
brevikana, HK i neurokana (Brickner et al., 2000; Morawski et al., 2014). Uticaj nedostatka
tenascina-C na strukturu i funkciju PNM ¢e biti posebno opisan u ovoj tezi.

1.3. Tenascin-C

Tenascini predstavljaju familiju glikoproteina ekstracelijskog matriksa velike molekulske
mase, od kojih se tri eksprimiraju u nervnom sistemu, tenascin R, tenascin Y i tenascin-C (Joester
and Faissner, 2001). Dok je uloga tenascina-R (TnR) u sastavu i funkciji PNM potvrdena, uloga
tenascina-C (TnC) je manje istrazena, i ispoljava se u uslovima povisene plasti¢nosti i odredenih
patoloskih stanja (Morawski et al., 2014; Stamenkovic et al., 2017a, Scheffler et al., 1997). TnR i
TnC se razlikuju i u strukturi, prvi je trimer, dok je TnC heksamer, koji se sastoji od dva trimera
povezana disulfudnim vezama. Pocevsi od N kraja, monomer TnC se sastoji od ponovaka
epidermalnog faktora rasta (eng. epidermal growth factor, EGF), domena fibronektina tipa Il1 i
globularnog fibronektina na C kraju proteina (Celio and Chiquet-Ehrismann, 1993). Upravo
multidomenska struktura TnC mu omogucava razlicite interakcije sa ligandama HSPG (Day et al.,
2004; Grumet et al., 1994). Mnostvo funkcija TnC je rezultat post-translacionih modifikacija, pri
¢emu nastaje veliki broj razli¢itih izoformi (Midwood et al., 2016). TnC ima vaznu ulogu u
procesima razvica nervnog sistema, migracije neurona, neurogeneze, proliferacije i regeneracije,
kao i rasta neurita (Faissner et al., 2017; Ferhat et al., 1996b; Midwood et al., 2016; Rigato et al.,
2002; Sekelji¢ and Andjus, 2012; Tucié et al., 2021). U patoloskim uslovima, TnC uéestvuje u
regeneraciji kicmene mozdine, formiranju glijalnog oziljka, kao 1 inflamacijskim procesima
eksperimentalnog autoimunskog encefalomijelitisa i1 ishemije (Bijeli¢ et al., 2022, 2021;
Dzyubenko et al., 2022; Manrique-Castano et al., 2021; Momcilovi¢ et al., 2017). U nervnom
tkivu, TnC direktno interaguje sa razli¢itim receptorima na povrsini ¢elija, kao §to su HSPG,
integrini, i kalcijumski kanali (Slika 4) (Andrews et al., 2009; Maurel et al., 1994; Schnapp et al.,
1995).

Osim u strukturi, TnC i TnR se razlikuju u vremenskom obrascu ekspresije. TnC se moze
detektovati tokom razvica u mozgu miSa 10-tog dana embrionalnog razvoja, dok je TnR
zastupljeniji u mozgu adulta (Bartsch 1996; Bruckner et al. 2000; Erickson 1993). U prvih
nekoliko nedelja Zivota, ECM mozga glodara se veéinski sastoji od TnC, neurokana i verzikana,
$to odgovara difuznijem stanju matriksa. Tokom odrastanja, profil ekspresije molekula ECM se
mjenja tako da agrekan, brevikan i TnR formiraju kondenzovaniji ECM i PNM, stabilizirajuéi
uspostavljene sinapse (Mouw et al., 2014).

Celije koje luée TnC u ekstradelijski prostor mozdanih struktura su veéinom astrociti,
radijalna glija 1 ogranien broj tipova neurona: granularne celije u dentatnom girusu (DG)
hipokampusa, motorni neuroni u kicmenoj mozdini, i piramidalne ¢elije kore velikog mozga
(Bartsch, 1996; Brodkey et al., 1995). Iako se TnC najviSe eksprimira tokom razvica, u adultnom
mozgu je njegova ekspresija zabiljeZena u hipotalamusu 1 cerebelumu (Ferhat et al., 1996a;
Stamenkovic et al., 2017a; Theodosis et al., 1997).



Zivotinje kojima je genetskom modifikacijom onemoguéena ekspresija funkcionalnog
TnC, su ispoljavale hiperlokomociju i slabiju sposobnost plivanja, kao i smanjen nivo serotonina
i dopamina u kori velikog mozga, hipokampusa i strijatuma (Fukamauchi et al., 1996). Kreiranjem
drugog TnC mutanta, koji ¢e biti opisan u ovoj tezi, Evers i saradnici su prijavili spontanu no¢nu
hiperaktivnost, slabu senzomorotnu koordinaciju i sporije plivanje kod miSeva koji ne eksprimiraju
funkcionalne molekule tenascina-C (Evers et al., 2002). Stamenkovic i saradnici (2017b) su daljim
ispitivanjem ponasanja potvrdili ulogu TnC u regulisanju lokomocije, koordinacije kao i emotivne
reaktivnosti i sposobnosti u¢enja i pamcenja. Navedeni efekti su povezani sa hipotezom da je TnC
evolutivno konzervisan da bi se sprijecila hiperaktivnost zivotinja koja bi ih mogla dovesti u
opasnost od predatora (Mackie and Tucker, 1999). Nova bioinformatic¢ka istrazivanja humanog
proteoma ECM su pokazala da je TnC ukljuen u odgovore na povrede aksona, organizaciju
ekstracelijskog matriksa, uspostavljanju nervno-misi¢ne sinapse kao i u odontogenezi u
neurodegenerativnim bolestima (Freitas et al., 2021).
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Slika 4. Interakcija tenascina-C sa drugim molekulama. Sematizovan prikaz vezivanja
tenascina-C sa lektikanima, integrinima i kalcijumskim kanalima.
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1.3.1. Tenascin-C, neuronska plasti¢nost i PNM

Ispitivanje funkcije tenascina-C kao modulatora PNM je pocelo sa formiranjem TnC
mutanta, gdje je prvobitno pokazano da se morfologija ovih struktura u hipokampusu ne razlikuje
od PNM miseva divljeg soja, starih mjesec dana (Evers et al., 2002). Takode, ekspresija TnC u
kori velikog mozga adulnog misa je generalno niska u regionima koji su bogati PNM, i morfologija
PNM se nije znacajno razlikovala kod miseva koji ne eksprimiraju TnC i divljeg soja (Irintchev et
al., 2005). Medutim, pronadena je smanjena ekspresija PNM u malom mozgu adultnog misa koji
ne eksprimira funkcionalan TnC, §to ukazuje na vaznu ulogu ovog molekula u maturaciji i razvi¢u
PNM (Stamenkovic et al., 2017a). Gajenje Zivotinja u visoko stimulativnom okruzenju povecava
nivo TnC u malom mozgu i uti¢e na remodelovanje PNM, tako §to modulira aktivnost enzima
MMP-9 koji vrsi proteoliticku razgradnju PNM. Na taj nadin je TnC ukljucen u regulaciju
plasti¢nosti malog mozga, gdje uti¢e na ravnotezu ekcitacije i inhibicije, ka vecoj inhibiciji, koja
se tumaci kao smanjenje plasti¢nosti kod miSeva koji ne eksprimiraju TnC (Stamenkovic et al.,
2017a). Misevi koji ne eksprimiraju TnC su imali abnormalno visoku gustinu neurona, astrogliozu,
smanjene gustine PV+ interneurona i izmjenjen odnos oligodendrocita i neurona, kao i inhibitornih
i ekscitatornih neurona u somatosenzornoj i motornoj kori velikog mozga (Irintchev et al., 2005).
Nedavna studija je prijavila odlozeno sazrijevanje PNM u hipokampusu miseva koji ne
eksprimiraju 4 molekule ECM, TnC, TnR, neurokan i brevikan, gdje je invidivualan doprinos TnC
nepoznat (Gottschling et al.,, 2019). TnC interaguje sa komponentama PNM, agrekanom,
neurokanom i fosfakanom. Dodavanjem TnC u Celijsku kulturu koja ne eksprimira TnR, nije
omogucilo sklapanje PNN, Sto pokazuje da uloge TnR i TnC molekula u odrZavanju integriteta
PNM nisu kompenzatorne (Morawski et al., 2014).

Navedena istraZivanja su se oslanjala na testove ponaSanja i koriStenje mikroskopije kao
glavnih tehnika, ali su tek elektrofizioloska ispitivanja prosirila saznanja o ulozi TnC u sinaptickoj
plasti¢nosti. TnC se pokazao bitnim za nastanak normalnog gama ritma u hipokampusu, a njegov
nedostatak je doveo do smanjenja broja interneurona pozitivnih na somatostatin (Gurevicius et al.,
2009). Dugotrajna potencijacija (LTP), koja se smatra mehanizmom ucenja 1 pamcenja, je
smanjena u hipokampusu miSeva koji ne eksprimiraju TnC (Evers et al., 2002). Evers i saradnici
su pokazali da do takvog efekta dolazi zbog poremeéene signalizacije preko L-VDCC kanala. Tada
se, usljed nedostatka TnC, povecava influks Ca?* jona dovodeéi do poremeéaja LTP. Osim za L-
VDCC kanale, TnC se veze i ostvaruje signalizaciju preko integrina, Sto je drugi predloZeni
mehanizam sinapti¢ke plasti¢nosti (Slika 3) (Sekelji¢ and Andjus, 2012). Novija studija je
pokazala smanjenje ekspresije TnC i broja PNM nakon tretmana inhibitorima serotinina, koji se
koriste kao terapija za depresiju (Mukhopadhyay et al., 2021).
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1.4. Uticaj sredine

Vecina istrazivanja koja ispituju efekte iskustva na razvice nervnog sistema je fokusirana
na senzorni i motorni sistem, i u tom cilju manipuliSe eksperimentalnom postavkom spoljasnje
sredine. Zbog toga, najranija istraZivanja se baziraju na dva pristupa: senzorna deprivacija i
obogacenje. U prvim studijama senzorne deprivacije pacovi su odgajani u mraku, i pronadeno je
da imaju manje sinapsi i sinaptickih dendrita u primarnoj vizuelnoj kori velikog mozga, kao i
deficite u vidu kao odrasle jedinke. Suprotno tome, prve studije ranog izlaganja obogacenoj sredini
pokazale su korisne efekte na razvoj i funkcionisanje nervnog sistema (Kempermann et al., 1997,
Praag et al., 1999; Rosenzweig et al., 1978; van Praag et al., 2000).

1.5. Obogacena sredina

Iako je Hebb, 1949. godine, prvi doSao na ideju da izlaganje obogacenoj sredini (OS) ima
uticaja na mozdane funkcije, nju je u praksu prvi uveo Rosenzweig tek 1978. godine tako $to je
ispitivao uticaj socijalnih interakcija u takvom okruzenju (Hebb, 1949; Rosenzweig et al., 1978).
Nakon toga, koncept OS je varirao, ali su se zadrzali osnovni postulati da je svrha OS pozitivni
efekti na nervni sistem i potencijalne terapeutske aplikacije u raznim bolestima. OS tipi¢no
podrazumjeva modifikovanje zivotnog prostora laboratorijskih zivotinja tako da imitiraju prirodno
staniSte koje bi stimulisalo neuronalnu plasti¢nost i sveukupno zdravlje zivotinje (Han et al., 2022).

Standardizovani protokoli OS ukljucuju smjestanje veceg broja Zivotinja u vece kaveze u
koje se stavljaju razni objekti koji €ine prostor sloZenijim, i omogucéavaju stalnu voljnu fizicku
aktivnost (Harland and Dalrymple-Alford, 2020). Osim u laboratorijskim uslovima, OS se koristi
kao sredina u kojoj se gaje i razmnoZavaju ugrozene vrste, tako $to se imitiraju uslovi prirodne
sredine (Young, 2007). Dizajn OS moZe da varira u brojnim parametrima, medu kojima su
najbitniji: veli¢ina kaveza i1 broj Zivotinja u njima, tip koriStenih objekata, starost Zivotinje,
vremenski period koji provedu u OS, odgovarajuca kontrolna grupa, soj Zivotinja i pol Zivotinja.
Najcesce koriSteni objekti su: to¢ak za tr€anje i merdevine koji pruZaju motornu stimulaciju;
plasticne komercionalno dostupne igracke i tuneli za kognitivnu stimulaciju; zvonca i razlicite
podloge za somatosenzornu stimulaciju; ogledala i predmeti kontrastnih boja za vizuelnu
stimulaciju (Slika 5) (Simpson and Kelly, 2011). Pokazano je da OS moze uzrokovati dugotrajne
efekte, kako na biohemiju mozga tako i na ponasanje zivotinja. Na nivou ponaSanja, obogacena
sredina ima brojne pozitivne efekate kao $to su poboljSanje uc¢enja i pamcenja, usporavanje gubitka
pamcenja kod starijih jedinki, smanjenje anksioznosti i povecanje istrazivackog nagona kod
zivotinja (Han et al., 2022). MiSevi izlozeni OS imaju bolje rezultate u testovim prostornog
pamcenja od onih koji su gajeni u strandardnim uslovima. Takode, pokazano je da dobrovoljno
tréanje na to¢ku i pokretnoj traci poboljSava prostorno paméenje (Praag et al., 2000). Cak i
kratkotrajno izlaganje zivotinja OS poboljSava kognitivne funkcije kod starijih jedinki, ali takode
nije iznenadujuce Sto se dugotrajno izlaganje pokazalo korisnijim od kratkotrajnog (Kobayashi et
al., 2002).
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Slika 5. Vrste stimulacija koju omoguéava obogacena sredina. Poveéana senzorna,
stimulacija, koja ukljucuje vizuelne i somatosenzorne podrazaje aktivira vizuelnu (narandzasto) i
somatosenzornu (crveno) koru velikog mozga. Inteznivna kognitivna stimulacija, koja ukljucuje kodiranje
prostornih mapa, prostornu memoriju i prepoznavanje novih objekata, aktivira hipokampus (plavo).
Povecana voljna fizicka aktivnost i aktivno istrazivanje okoline koja se mjenja, stimuliSe motornu koru i
mali mozak (zeleno). Modifikovano iz Nithianantharajah i Hannan, (2006).

Obogacena sredina moze redukovati zavisnost, ponasanje nalik depresiji i ove vrste
promjena mogu biti povezane sa povecanjem ekspresije sinaptickih proteina ili neurotrofina (Cao
et al., 2014). Takode, smatra se da socijalne interakcije doprinose poboljSanju senzo-motornih i
kognitivnih funkcija, zbog ¢ega se zivotinje gaje u vecim grupama. Upravo kombinacija poviSene
fizicke aktivnosti 1 socijalnih interakcija poboljSava mozdane funkcije. Fizicka aktivnost
poboljsava kognitivne sposobnosti koje se ogledaju u povecanju neurogeneze, neurotrofickih
faktora rasta 1 poviSene ekspresije neurotransmitera, dok socijalno obogacenje sredine rezultuje
povecanjem mase mozga (Alwis and Rajan, 2014).

Zivotinje mogu biti izloZzene obogaéenoj sredini u prenatalnom i postnatalnom dobu koji
obuhvata juvenilno, adultno i starije doba. Stimulacija oboga¢enom sredinom rezultuje mnostvom
plasti¢nih modifikacija u mozgu adulta, prije svega sinaptickim remodelovanjem, rastom dendrita,
gliogenezom, angiogenezom i neurogenezom (Han et al., 2022). Pokazano je da OS povecava
neurogenezu u hipokampusu i1 ukljuuje novonastale celije u postojeca funkcionalna kola
(Nithianantharajah and Hannan, 2006). Nakamura i saradnici su pokazali da promjene u gustini
sinaptickih vezikula aksospinalnih sinapsi dostizu maksimum vrijednosti kod pacova starih 3
sedmice nakon izlaganja OS. Nakon OS, gustina sinaptickih vezikula somatskih sinapsi se blago
povecavala do 12 mjeseci starosti i ostaje ista tokom starenja (Nakamura et al., 1999). Utvrdeno
je da fizicka aktivnost skotnih Zenki pacova pozitivno uti¢e na rast fetusa i da hipokampus tih
mladunaca pokazuje poviSenu ekspresiju faktora rasta BDNF (eng. brain derived neurotrophic
factor, BDNF) i proliferaciju ¢elija granularnog sloja dentatnog girusa. Pored toga, intezivna
fizicka aktivnost skotne zenke ima dugotrajan efekat na potomstvo, povecava kognitivne
sposobnosti mladuncadi 1 adulta, ali 1 omogucava neuroprotekciju u starijem dobu (Sale et al.,

13



2014). Pomenuti pozitivni efekti OS na neurogenezu poticu uglavnom od uvodenja redovne vjezbe
u eksperimentalni protokol. Obogacenje sredine moze dovesti do povecanja neurotrofina, kao Sto
su BDNF i NGF (eng. nerve growth factor, NGF) koji igraju bitnu ulogu u neuronalnoj
signalizaciji (Cao et al., 2014). Takode, nakon OS je pronadeno povecanje ekspresije proteina 95
postsinapticke gustine (eng. post-synaptic density protein 95, PSD-95), i izmjena u ekspresiji
subjedinica NMDA (N-metil-D-aspartat) i AMPA receptora, koje su ukljucene u glutamatergicku
signalizaciju, §to govori o uticaju OS na intezivno sinapticko remodelovanje i sinaptogenezu
(Nithianantharajah and Hannan, 2006).

1.5.1. Obogacena sredina i perineuronske mreze

Obogacena sredina utice na ekspresiju PNM u raznim regionima mozga i tako dovodi do
brojnih promjena u strukturnoj i sinaptickoj plasti¢nosti. Jedna od prvih studija o efektu OS na
PNM je pokazala da odgajanje miSeva u OS od PND 21 u trajanju od 3 mjeseca znacajno
poboljsava vizuelnu preciznost zivotinja koje su odgajane u mraku. Prikazano povecéanje broja
PNM u subgranularnom sloju somatosenzorne kore, ukazuje da OS moze doprinjeti oporavku vida
tako Sto utiCe na ekspresiju PNM (Trévia et al., 2011). Uticaj OS na PNM u somatosenzornoj kori
je pokazan i u eksperimentu izazvanog mozdanog udara. Nakon indukovanog mozdanog udara,
misevi su smjesteni u OS, u trajanju od 2 mjeseca, $to je dovelo do smanjenja broja PNM koje su
pozitivne na agrekan (Madinier et al., 2014). Moguce je da OS pokre¢e mehanizme za oporavak
obradivanja senzornih informacija, tako $to modulira ekspresiju PNM u somatosenzornoj kori.
Osim na oporavak, OS moZe da utice na zavisnost od glukoze i kreiranje navika, tako §to modulira
ekspresiju PNM u prefrontalnoj kori. Nakon navikavanja na saharozu, pacovi su bili smjesteni u
OS sto je rezultovalo povecanjem ekspresije PNM. Pacovima koji nisu imali zavisnost od saharoze
je samo jedan dan izlaganja OS doveo do smanjenja inteziteta PNM u prelimbickoj kori, pove¢anja
u orbitofrontalnoj kori i izostanka efekta u infralimbickoj kori (Slaker et al., 2016b). OS ne utice
samo na PNM u kori velikog mozga, ve¢ i u strijatumu, subkortikalnoj strukturi koja je zasluzna
za planiranje 1 izvrSenje voljnih pokreta. OS je dovela do znacajnog povecanja PNM u strijatumu
misa starog 15 dana, koji je ovoj sredini bio izloZen od rodenja, medutim dugotrajan efekat na
PNM je izostao (O’Connor et al., 2019).

PNM u hipokampusu su pokazale razli¢ite odgovore na izlaganje zivotinja OS. MiSevi koji
su odgajani u OS od rodenja, su imali pove¢anu gustinu PNM u CA2 regionu hipokampusa, $to je
izmjereno 21. i 45. postnatalnog dana (Carstens et al., 2016). U miSijem modelu Alzhajmerove
bolesti, OS u trajanju od 3 mjeseda je dovela do povecanja inteziteta PNM u CA2 regionu
hipokampusa. Isto istrazivanje je pokazalo smanjenje ekspresije PNM oko PV+ neurona nakon OS
kod miSeva divljeg soja, $to se tumaci kao efekat uspostavljanja novih sjecanja (Cattaud et al.,
2018). U kombinaciji sa OS, dvosedmi¢ni tretman antidepresivnim lijekom venlafaksinom, je
doveo do smanjenja broja PV+ neurona koji okruzuju PNM u hipokampusu. Time je pokazano da
OS moze da ubrza promjene u neuronskim mrezama koje su zavisne od aktivnosti inhibitornih
interneurona, a koje su vazne za tretiranje depresivnih poremecaja (Coutens et al., 2023).
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Razgradnja PNM je uo¢ena u malom mozgu miseva koji su bili izlozeni OS u trajanju od
jedan i dva mjeseca, gdje se isti¢e uloga MMP-9 kao enzima koji je uCestvovao u razgradnji
(Foscarin et al., 2011; Stamenkovic et al., 2017a). Medutim, kod miSeva koji ne eksprimiraju
tenascin-C, OS dovodi do blagog povecanja ekspresije PNM, §to ukazuje na vaznu ulogu ovog
molekula u pokretanju plasti¢nih promjena u malom mozgu (Slika 6) (Stamenkovic et al., 2017a).

— | Sinapticka
Boviaen plasti¢nost ‘ﬁ
LTP

T
t Cat Remodelovanje
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— |L-VDCC T
Integrini I De%rgg%cija
f t
- Aktivacij
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Obogacena |
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Slika 6. Mogu¢i mehanizmi remodelovanja PNM i uticaja na sinapti¢ku plasti¢nost. PredloZeni su
putevi koji ukljucuju obogacenu sredinu i TnC u sinapti¢koj plasti¢nosti, direktno vezivanjem za integrine
i indirektno uticajem na enzime koje remodeluju PNM. Isprekidana linija 0znacava nedostak direktnog
dokaza sa postojanjem eksperimentalnih podataka u Stamenkovic et al., (2017a).

1.6. Materinska deprivacija

Materinska deprivacija (MD) je jedan od najcesSce koriStenih eksperimentalnih paradigmi
koje sluze kao model ranog raumatskog iskustva. Takav model podrazumjeva rano, kontrolisano
odvajanje mladuncadi od majke, u razli¢itom trajanju, i koristi se za ispitivanje psihopatoloskih
poremecaja kao §to su Sizofrenija i depresija (Marco et al., 2015). Vjerovatnoca da odrasla jedinka
boluje od Sizofrenije ili depresije ubrzano raste sa prijavljenim ranim traumatskim iskustvom u
vidu zanemarivanja, emocionalnim, seksualnim ili fizi€¢kim zlostavljanjem u djetinjstvu (Bentall
et al., 2012; Infurna et al., 2016). Stres u ranom zivotnom dobu je povezan sa morfoloskim
promjenama u mozgu, kao $§to je smanjenje sive mase u prefrontalnoj kori velikog mozga,
hipokampusu i amigdali (Edmiston, 2011; Gorka et al., 2014; Underwood et al., 2019). Rano
traumatsko iskustvo negativno uti¢e na pravilno razvi¢e mozga i povecava osjetljivost na buduci
stres, budu¢i da naredni stresni dogadaji koji se dese u adultnom dobu mogu da budu okidac za
nastanak mentalnih poremecaja (Maynard et al., 2001; McEwen and Morrison, 2013).
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odvajanje mladih od majke u trajanju od nekoliko dana, npr. 3h svaki dan u toku perioda dojenja
(Baudin et al., 2012), ili odvajanje u toku 24h na 9-ti postnatalni dan (PND9) (Ellenbroek et al.,
2004). Posljednji pristup je pokazao da cjelodnevno odvajanje od majke, nedugo nakod rodenja,
dovodi do poremecaja u obradi senzornih informacija u adultnom dobu eksperimentalne Zivotinje,
Sto je bio moguce tretirati antipsihoticima (Ellenbroek and Peter T.J.M. van den Kroonenberg,
1998). U daljim istrazivanjima je pokazano da je MD od 24h na PND 9 dovela do ¢elijskih
promjena u prefrontalnoj kori mladih adulta pacova, u vidu smanjene gustine neurona i promjena
u inhibitornim neuronima (Aksic et al., 2021; Aksi¢ et al., 2013; Poleksic et al., 2021). Ove
poromjene su pracene aktivacijom mikroglije ¢iji odgovor moze da varira u razli¢itim modelima
ranog traumatskog iskustva (Ferle et al., 2020; Poleksic et al., 2021; R. Wang et al., 2020). Pored
¢elijskih promjena, MD vodi dugotrajnim funkcionalnim poremecajima u kognitivnoj
fleksibilnosti (Baudin et al., 2012), memoriji prepoznavanja (Marco et al., 2013) i drustvenog
ponasanja (Holland et al., 2014).

1.6.1. Materinska deprivacija i perineuronske mreze

Materinska deprivacija moZze uticati na normalan razvoj PNM i PV interneurona,
uzrokuju¢i promjene u njithovom broju i intezitetu (Gildawie et al., 2020). Pogodeni regioni mozga
su ukljuceni u kortiko-limbicke krugove i promjene mogu biti specificne za odreden pol (Page and
Coutellier, 2018; Riga et al., 2017; Soares et al., 2020). Rano traumatsko iskustvo dovodi do
ubrzanog ili odloZenog sazrijevanja PNM u amigdali, u zavisnosti od starosti, pola, tipa i trajanja
stresora, kao 1 vrste ispitivane Zivotinja, $to rezultate o ovoj oblasti ¢ini dosta heteregenim (Perez-
Rando et al., 2022). Muzjaci miSeva koji su prosli eksperiment MD od 4h i 8h tokom PND 2-16,
su pokazali povecan intezitet ekspresije PNM, i smanjenje gustine PV+ interneurona u ventralnom
hipokampusu, kao i aknksioznost i hiperaktivnost (Murthy et al., 2019). U studiji Gildawie i
saradnika, ponavljana MD (trajenje 4h od PND 2-20) je dovela do povecanja gustine PNM u
amigdali adolescentnih muzjaka pacova (Gildawie et al., 2020). Taj efekat na oba pola pacova je
izostao u studiji koja je imala neznatno izmjenjen protokol deprivacije u trajanju od 3h, PND 2-14
(Richardson et al., 2021). Koriste¢i limitiran materijal za pravljenje gnijezda, koji dovodi do
neadekvatne brige majke o potomstvu, pokazano je da samo adolescentni muZzjaci, ali ne i Zenke,
imaju povecan intezitet PNM u desnoj amigdali (Guadagno et al., 2020). Istrazivanja o uticaju MD
na ekspresiju PNM i PV+ interneurona su uglavnom fokusirana na amigdalu, hipokampus i
prefrontalnu koru.
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1.7. Funkcionalna anatomija hipokampusa

1.7.1. Struktura, projekcije i funkcija hipokampusa

Hipokampus je parna struktura koja se nalazi ispod neokorteksa u temporalnom reznju i
dio je limbickog sistema. Funkcionalno pripada vecoj hipokampalnoj formaciji, koja se, pored
hipokampusa, sastoji iz jo§ dva glavna dijela: entorinalne kore i subikuluma. UnutraSnja podjela
hipokampusa podrazumjeva anatomsku i funkcionalnu distinkciju na dva osnovna podregiona:
dentatni girus (DG) i Amonovi rogovi (lat. Cornu Ammonis, CA), koji se dalje dijele na CAl1, CA2
i CA3 podregion (Slika 7) (Taupin, 2007).

Svaki dio hipokampalne formacije se povezuje sa susjednim dijelom, ali su te konekcije
rijetko recipro¢ne, (Hjorth-Simonsen, 1973) za razliku od regiona kore velikog mozga koje su
generalno reciprocno medusobno povezane (Felleman and Van Essen, 1991). Jednosmjerne
intrahipokampalne konekcije se predstavljaju “trisinaptickim kolom” i opisuju njegovu unutrasnju
povezanost i protok informacija (Taupin, 2007). Celije koje ostvaruju sinapse u trisinapti¢kom
kolu su granularni neuroni u DG i piramidalni neuroni u CA regionima. Polazna tacka
trisinaptickog kola su ekscitatorni piramidalni neuroni entorinalne kore, ¢iji aksoni perforiraju
subikulum, formirajuéi perforantni put (Hjorth and Jeune, 1972). Aksoni entorinalne kore dopiru
do granularnih ¢elija DG i formiraju prve sinapse trisinaptickog kola (Spencer and Bland, 2019).
DG ne projektuje aksone nazad do entorinalne kore, ve¢ uspostavlja drugu sinapsu kola sa
apikalnim dendtiritma piramidalnih ¢elija CA3 regiona. Ove projekcije se nazivaju paucinasta
vlakna (eng. mossy fibers) i specificne po tome §to imaju velike terminale, brojna mjesta otpustanja
neurotransmitera i veliku postsinapticku gustinu (Radonjic et al., 2014; Spencer and Bland, 2019;
Taupin, 2007). Posljednja sinapsa u trisinaptickom kolu se odnosi na projekcije aksona CA3
regiona na apikalne dendrite piramidalnih ¢elija CA1 regiona, 1 takve projekcije su nazvane
Schaffer-ovim kolateralama (Yeckel and Berger, 1990). Schaffer-ove kolaterale su vjerovatno
najbolje proucen sinapti¢ki put unutar hipokampusa, jer se dovode u vezu sa raznim vrstama
sinapticke plasti¢nosti. Svaki akson koji polazi sa CA3 se projektuje na hiljade piramidalnih ¢elija
CAL1 regiona, ali obi¢no sa samo jednim ili dva sinapti¢ka kontakta po neuronu (Li et al., 1994).
Piramidalne ¢elije CA1 regiona se projektuju na subikulum i entorinalni korteks, a glavni izlazni
put implusa iz hipokampusa je kroz vlakna forniksa (Taupin, 2007). Informacija iz entorinalnne
kore prati opisano trisinapticko kolo kroz sve regione hipokampusa i vrac¢a se u nazad u mjesto
polaska - entorinalnu koru. Smatra se da promjene koje se deSavaju tokom prenosa signala od
sustinske vaZnosti za skladiStenje informacija u vidu dugotrajne memorije (Yeckel and Berger,
1990).

Za CA2 region se prvobitno smatralo da je prelazna zona izmedu CAL i CA3 regiona, zbog
¢ega su njegove funkcionalno-anatomske karakteristike posljednje opisane. Naime, Haglund,
1984. godine, je pokazao da je CA2 jedini CA region koji prima projekcije od hipotalami¢nih
supramamilarnih jezgara (Haglund et al., 1984). Iako ne ucestvuje u trisinaptiCkom kolu,

17



piramidalni neuroni u CA2 se projektuju na svaki CA region, i tako uticu na cijelu hipokampalnu
mrezu, posebno ekcitiraju¢i neurone iz dubljih slojeva CA1 regiona (Hitti and Siegelbaum, 2014;
Kohara et al., 2014). Piramidalni neuroni CA2 regiona primaju projekcije direktno iz entorinalne
kore i takode ostvaruju sinapse sa granularim neuronima DG, s tim da se paucinasta vlakna
projekcije DG na CA2 region razlikuju od dobro proucenih DG-CA3 sinapsi (Kohara et al., 2014).
DG-CAZ2 sinapse imaju relativno manji nivo ekscitatorne transmisije i ¢ak je pokazano da novi
diferencirani granularni neuroni DG projektuju svoje aksone na neurone u CA2 (Llorens-Martin
etal., 2015).

Hipokampus Entorinalna kora

Schaffer-ove
kolaterale

Perforantni

Mossy fibers
put

Slika 7. Anatomija hipokampusa misa.
Povezanost sa entorinalnom korom i trisinapticki put:
I sinapsa trisinapti¢kog puta: Entorinalna kora — DG, perforantnim putem.
II sinapsa trisinapti¢kog puta: DG — CA3, paucinastim vlaknima (mossy fibers).
111 sinapsa trisinaptickog puta: CA3 — CA, Schaffer-ovim kolateralama.
Modifikovano iz Kuffner, 2013.

Smatra se da je hipokampus mjesto gdje se epizodina memorija dogadaja 1 ¢injenica
obraduje i kodira u memorijske tragove koji se $alju do drugih dijelova mozga gdje se pohranjuju
kao dugotrajna memorija (Zola-Morgan et al., 1986). Podregioni hipokampusa imaju specifi¢ne
funkcije 1 na sljedeci nacin su ukljuceni u razli¢ite tipove uc¢enja i memorije:

e Dentatni girus je odgovoran za razdvajanje obrazaca, proces koji omogucava razlikovanje

izmedu sli¢nih sjecanja (Benke, 2014);

e CAl podregion je kljucan za reprezentaciju prostornih informacija, objekata 1 stimulusa u

prostornom kontekstu (Soma et al., 2023);

e Osnovna funkcija CA2 je socijalna memorija, posebno prepoznavanje novonastalih

socijalnih situacija (Hitti and Siegelbaum, 2014);

e Smatra se da je CA3 zaduZen za formiranje sjeCanja 1 prisjecanje, tako Sto generiSe 1
skladisti obrazac neuronske aktivnosti koja reflektuje nedavne dogadaje, podrzavajuci

konsolidaciju memorije (Rebola et al., 2017).
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Hipokampus je funkcionalno razdvojen na dorzalni i ventralni hipokampus. Lezije na
dorzalnom hipokampusu pogorsavaju prostorno uc¢enje kod pacova, dok povrede ventralnog uticu
na ponasanje nalik anksioznosti i nemaju uticaj na prostorno ucenje (Gergues et al., 2020;
Pothuizen et al., 2004). Ekspresija gena u dorzalnom hipokampusu je povezana sa dijelovima
mozga ukljucenim u obradu kognitivnih informacija. Za razliku od dorzalnog, geni eksprimirani
u ventralnom hipokampusu su povezani sa regionima mozga odgovornim za emocionalno
ponasanje (Kesner et al., 2004; Moser and Moser, 1998). Uloga hipokampusa u regulaciji
emocionalnog ponaSanja se do sada uglavnom odnosila na regulaciju boli, gdje je istaknut
polisinapti¢ki put do prednje cingulatne kore (Spencer and Bland, 2019). Gustina
mineralnokortikoidnih receptora se pokazala najveCom u hipokmpusu Sto ukazuje na njegovu
ulogu u kontroli odgovora na stres (McEwen et al., 1968).

1.7.2. Celijska organizacija i neurotransmiteri u hipokampusu

Postoje dvije osnovne grupe neurona u hipokampalnoj formaciji: glavne ¢elije, koje su
veé¢inom ukljucene u povezivanje hipokampusa sa drugim mozdanim strukturama, i nekoliko vrsta
interneurona, koji su povezani u lokalnu hipokampalnu neuronsku mrezu (Radonjic et al., 2014;
Spencer and Bland, 2019).

Dentatni girus se moze morfoloski podjeliti na 3 sloja, molekularni sloj (stratum
moleculare), granularni sloj (stratum granulare) i hilus-polimorfni sloj. Molekularni sloj je
najblizi hipokampalnoj fisuri i odlikuje se izostankom ¢elija, osim malog broja interneurona.
Principalne ¢elije dentantnog girusa formiraju karakteristi¢nu strukturu koja nalikuje zubu (lat.
gyrus dentatus) od manjih, gusto poredanih ¢elija ispod molekularnog sloja, ¢ineci granularni sloj
(Valero and de la Prida, 2018). Tre¢i sloj DG-a je polimorfni Celijski sloj, poznat i1 kao hilus, koji
se nalazi izmedu dva sloja granularnih ¢elija 1 ¢ija granica sa tim slojem obrazuje subgranularnu
zonu, jedno od dva mjesta neurogeneze u mozgu adulta (Eriksson et al., 1998).

CA podregioni se sastoje od 4 sloja: stratum lacunosum-moleculare, stratum radiatum,
piramidalni sloj (stratum pyramidale) i stratum oriens. Principalne celije Cine ekscitatorni
piramidalni neuroni, gusto poredani u CA1, a manje gusto u CA2 i CA3 podregionu. Ostatak ove
strukture se sastoji od aksona i denrita principalnih éelija, i interneurona (Radonjic et al., 2014;
Spencer and Bland, 2019). Prikaz ¢elijskih slojeva hipokampusa misa je dat na Slici 8.

U hipokampusu glodara se eksprimiraju nekoliko tipova neurotransmitera od kojih su,
pored acetilholina, najvazniji glutamat i GABA (y-amino-buterna kiselina). Piramidalne i
granularne ¢elije hipokampusa su ekscitatorne i otpustaju glutamat, dok su interneuroni inhibitorni
1 otpustaju GABA. Glutamat je ekscitatorni neurotrasmiter koji ima osnovnu ulogu u sinaptickoj
trasmisiji i plasti¢nosti (Taupin, 2007). Vaznost glutamata u hipokampusus se prepoznaje u visokoj
ekspresiji raznih receptora za glutamat (Alkondon and Albuquerque, 2004). Sinapse koje ulaze u
trisinapticko kolo hipokampusa su glutamatne, a prihvatanje glutamata u sinapticke vezikule
ekscitatornih neurona obavljaju vezikularni glutamatni traspoteri 1 i 2 (VGlutl i 2) (Taupin, 2007).
Sa druge strane, glavni inhibitorni neurotrasmiter hipokampusa je GABA, koji reguliSe
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ekscitatorne signale i odrzava stabilnost hipokampusa (Yakel, 2004). Njegova funkcija je
omoguc¢ena GABA receptorima koji su Vvazni za generisanje oscilatornih aktivnosti u
hipokampusu, klju¢nih za memorijske procese (Qian and Noebels, 2001). GABA se transportuje
u sinapticke vezikule pomocu vezikularnog GABA transportera (VGAT) ¢ija aktivnost zavisi od
rada protonskih pumpi zdruzenih sa ATP-azom (Taupin, 2007). Za pravilno funkcionisanje
hipokampusa i prevencije kognitivnih disfunkcija, klju¢no je odrzavanje balansa izmedu
ekscitacije i inhibicije (Chapman et al., 2022). PredloZen je novi mehanizam povratne sprege
izmedu glutamata i GABA-e, gdje glutamat pospjesSuje funkcije GABA receptora, a gdje oba
neurotrasmitera reguliSu signalnu medusobnu transdukciju (Sakairi et al., 2020). Interakcija
izmedu glavnih neurotrasmitera hipokampusa je osnova za sinapticku plasti¢nost tokom procesa
ucenja i pamcenja (Grahamm et al., 2018).

Stratum oriens

Stratum Pyramidgle

Piramidalna
elija

Slika 8. Morfoloska podjela hipokampusa na slojeve. DG se sastoji od hilusa, subgranularnog
sloja, stratum granulosum i stratum moleculare. CA regioni se sastoje od stratum lacunosum-
moleculare, stratum radiatum, stratum pyramidale i stratum oriens.
Preuzeto i modifikovano od Alise Brandt, 2019.

1.7.3. Hipokampus i obogacena sredina

Hipokampus se znacajno strukturno i funkcionalno mjenja kao odgovor na gajenje u
obogacenoj sredini. Obogacena sredina je dovodi do povecane plasticnosti hipokampusa,
razvijajuéi kognitivne 1 memorijske kapacitete kroz nekoliko mehanizama. UopSteno, OS
pozitivno uti¢e na volumen hipokampusa, dendriticku arborizaciju, mijelinizaciju nerava,

dendritske trnove, i1 podsti¢e neurogenezu, sinaptogenezu, angiogenezu i hormonalnu regulaciju
(Zaif et al., 2018).
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Jedan od najvaznijih efekata OS na strukturu i funkciju hipokampusa je uticaj na nastanak
novih neurona u subgranularnoj zoni dentatnog girusa, u procesu koji je poznat kao adultna
neurogeneza (Schloesser et al., 2010). Jedan od mehanizama kojim OS utie na neurogenezu je
povecanje imunoreaktivnosti markera novonastalih neurona u dorzalnom DG, kao i povecanje
BDNF u ventralnom DG-u (Gualtieri et al., 2017). Pokazano je da OS dovodi do poveéanja
volumena CA1 regiona i dentatnog girusa, kao i pove¢anu funkcionalnu povezanost cjelokupnog
hipokampusa (Manno et al., 2022). Tako na primer, u dijabetesu OS moze da o¢uva morfologiju
neurona u hipokampusau, tako Sto povecava dendritsku razgranatost u DG, CA1 i CA3 regionu i
time potencijalno ublazava kognitivne defekte koji su uzrokovani stresom (Pamidi et al., 2022).
OS je dovelo do povecanog rasta dendrita neurona u CA1 regionu hipokampusa atrofiranih usled
endogene depresije (Bhagya et al.,, 2022). Znacaj socijalne komponenete OS je pokazan u
eksperimentima gdje je OS uticala na plasticnost inhibitorne mreze i1 nivoe GABA
neurotransmitera u CA2 regionu hipokampusa, dok je socijalna izolacija dovela do suprotnog
efekta (Loisy et al., 2023). OS je dovela do povecane ekspresije proteina post-sinapticke gustine,
PSD-95, a taj uticaj na sinapti¢ku plasti¢nost je izostao kod miSeva izloZenim socijalnoj izolaciji
(H. Wang et al., 2020). Socijalna komponenta OS se pokazala zna¢ajnom 1 u povecanju broja 1
diferencijaciji novih hipokampalnih neurona kod adultih Zenki miSa, gdje se stimulativni efekat na
neurogenezu zadrzao Cak i bez dodatnih stimulativnih aktivnosti OS (Moreno-Jiménez et al.,
2019).

Sagledavsi sve efekte OS na strukturu i funkciju hipokampusa, moze se zakljuciti da je OS
vazan neinvazivni pristup kojim se mogu postaci brojne pozitivne neuroplasti¢ne promjene u svrhu
ublaZavanja ili uklanjanja negativnih efekata patoloskih stanja.

1.7.4. Hipokampus i materinska deprivacija

Uticaj ranog traumatskog iskustva, poput maternalne deprivacije, je proucavan u
dijelovima limbi¢kog sistema medu kojima je i hipokampus. Pokazan je efekat MD na
hipokampalne interneurone i inhibitorne sinapse, apoptozu neurona u hipokampusa i promjenu u
proteinima koji vezuju kalcijum (Chen et al., 2018; Poleksic et al., 2021; Xu et al., 2018). Na nivou
ponasanja, prijavljeni su brojni kognitivni deficiti, poput ucvrs¢ivanja memorija straha, povec¢ane
osjetljivosti na stres i aksioznost (Miragaia et al., 2018).
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1.8. Funkcionalna anatomija prefrontalne kore

1.8.1. Struktura, projekcije i funkcija prefrontalne kore

Prefrontalna kora velikog mozga (PFK) je mozdana struktura koja prekriva prednji dio
frontalnog reznja. Objedinjuje informacije sa svih ostalih kortikalnih struktura i glavna joj je
funkcija da isplanira i upravlja motornim, kognitivnim, afektivnim i socijalnim ponasanjem tokom
vremena (Kolb et al., 2012). Citoarhitektura se koristi kao glavni kriterijum za definisanje ovog
regiona, buduci da PFK miSeva i pacova se sastoji isklju¢ivo od agranularnih slojeva, dok se PFK
ljudi i primata odlikuje granularnim cetvrtim slojem. Druge anatomske i neurofizioloske
homologije sugeriSu da pacovi predstavljaju dobar Zivotinjski model za istrazivanje osnovih
funkcija PFK (Uylings et al., 2003). Kao kod primata, PFK pacova je snazno povezana sa
bazalnom ganglijom preko medijalnog dorzalnog talamusa (Uylings et al., 1990). lako je pitanje
homologije PFK primata i glodara upitno, osnovne funkcije mogu biti fundamentalne i kao takve
homologne izmedu vrsta (Carlén, 2017).

Prefrontalna kora velikog mozga pacova je podjeljena na medijalni, orbitalni i lateralni dio.
Medijalna prefrontalna kora (mPFC) se dalje funkcionalno dijeli na prednju cingulatnu (Cgl),
prelimbic¢ku (PrL) i infralimbicku (IL) koru (Slika 9) (Hoover and Vertes, 2007).

Prednja cingulatna kora

Prelimbi¢ka kora
5\

Infralimbitka kora

Prednja cingulatna kora ——
Prelimbicka kora

Infralimbicka
kora

IL

Slika 9. Anatomija medijalne prefrontalne kore pacova. U lijevom gornjem uglu je prikazan
koronalni, a ispod njega sagitalni presjek prefrontalne kore. Uvecani dio pokazuje prednju cingulatnu
(Cgl), prelimbicku (PrL) i infralimbicku (IL) koru.

Modifikovano iz Tynan et al., 2013.
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Medijalna prefrontalna kora (mPFK) pacova je povezana sa brojnim funkcijama koje
ukljucuju okulomotornu kontrolu, paznju, visceromotornu aktivnost, donoSenje odluka,
usmjerenost ka cilju i radnu memoriju (Kolb, 1984). Dorzalni regioni mPFK, agranularna i
cingulatna kora su uklju¢eni u motorne funkcije, dok su ventralni regioni, prelimbicka i
infralimbicka kora, asocirani sa raznim emocionalnim i kognitivnim procesima (Heidbreder and
Groenewegen, 2003). Infralimbicka kora ima znac¢ajan uticaj na automatsku viscelarnu aktivnost,
jer njena stimulacija dovodi do promjena u disanju, pokretljivosti gastro-intestinalnog trakta,
otkucaja srca 1 krvnog pritiska (Terreberry and Neafsey, 1983). Sa druge strane, prelimbicka kora
je neophodna za kognitivne procese, posebno za donosenje odluka (Sieveritz et al., 2022).

1.8.2. Prefrontalna kora i hipokampus

PFK 1 hipokampus su medusobno povezani preko kortikalnih 1 subkortikalnih puteva. Tako
se medijalna PFK zajedno sa orbitofrontalnom korom direktno projektuje na entorinalnu koru i
CAL region hipokampusa kroz nucleus reuniens, talamic¢no jezgro koje je znacajno povezano sa
oba regiona. Takode, CA1l, entorinalna kora i subikulum inerviraju PFK direktno 1 indirektno
preko pomenutog jezgra talamusa (Hoover and Vertes, 2007). Utvrden je direktni ekscitatorni
glutamatergicki put koji povezuje CAl region i subikulum sa PFK (Jay et al., 1996). Prostorno
ucenje i pamcenje se javlja kod eksperimentalnih Zivotinja kada navigiraju ka odredenim ciljevima
koji su definisani lokacijom, i za to im je potrebno pravilno funkcionisanje hipokampusa i PFK.
Oba regiona doprinose memoriji reciprocnim konekcijama sa ostalim regionima kore velikog
mozga, ali sa razli¢itim ulogama u obradivanju informacija. Hipokampus pohranjuje jedinstvene
epizode tako §to povezuje osobine dogadaja, dok PFK ucestvuje u paméenju sli¢nosti izmedu tih
epizoda tako Sto povezuje ishode u pravila i o¢ekivanja (Shapiro et al., 2014).

1.8.3. Celijska organizacija i neurotransmiteri

U kori velikog mozga postoje dva primarna tipa neurona: ekscitatorni piramidalni neuroni
koji lu€e glutamat i inhibitorni interneuroni koji lu¢e GABA. Neuronska mreza koja bi se sastojala
od iskljucivo ekscitatornih konekcija bi pruzala nedovoljno sloZenosti, zbog Cega postojanje
GABA interneurona unosi fleksibilnost u nervni sistem koji je kompleksniji od odgovora sve-ili-
niSta (Klausberger et al., 2003). Inhibiraju¢i okolne piramidalne neurone, GABA-ergicki
interneuroni djeluju kao vazne kocnice ekscitatorne signalizacije, kotroliSu¢i generisanje i dalje
prenosenje akcionog potencijala (Pouille and Scanziani, 2001). GABA-ergicki interneuroni se
mogu klasifikovati na osnovi njihove morfologije, elektrofizioloskih osobina ili histoloskih
markera, pri ¢emu je najéeSéa podjela na interneurone koji esprimiraju parvalbumin (PV+),
somatostatin (SST+) i jonotropni receptor za serotonin, 5SHT3 (Rudy et al., 2011). Najces¢i tip
interneurona, PV, su poznati i kao brzo-ispaljujuci neuroni, imaju sposobnost da generisu akcione
potencijale visokom frekvencijom (Kawaguchi et al., 1987). PV interneuroni se dalje mogu
podjeliti na dva tipa, ,,basket Celije koje inervisu tijelo 1 proksimalne dentrite, 1 ,,chandelier*
¢elije koje prave sinapsu sa inicijalnim segmentom aksona ekscitatornog neurona (Kawaguchi and
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Kubota, 1997). Budu¢i da su piramidalni neuroni stalno aktivirani sinaptickim ulazima odn.
ekscitatornim-post-sinaptickim potencijalima (EPSP), za dalju propagacije akcionog potencijala
klju¢na je aktivnost PV interneurona koji obavljaju finu modulaciju aktivnosti ekscitatornih
neurona, tako $to inhibiraju aktivnost pojedinih piramidalnih ¢elija. Ovo je od posebnog znacaja u
PFK, koja procesuira kompleksne multimodalne informacije. Na taj nacin PV interneuroni
ucestvuju u odrzavanu osjetljive ravnoteze ekscitacije i inhibicije (E/I), za koju je pokazano da je
odnos od 80% inhibicije naspram 20% ekscitacije, ilustruju¢i znacaj interneuronske kontrole
ekscitacije u mPFK (Le Roux et al., 2008). Ova ravnoteza nije staticna i zahtjeva stalna
prilagodavanja inhibitornih odgovora na fluktuacije u nivou ekscitatornih ulaza. Zajedno sa
odrzavanjem balansa, sistem mora posjedovati i kapacitet za promjenu, tj. plasticnost. Pokazano
je da E/I balans pomaze pri indukovanju LTP, koji moze biti klju¢an mehanizam za adaptaciju
PFK na nove stimuluse (Ferguson and Gao, 2018).

1.8.4. Prefrontalna kora i materinska deprivacija

Za razvoj PFK je potrebno vise vremena u poredenju sa ostatkom mozga, §to ga Cini
podloznim za faktore koje mogu dovesti do poremecaja u razvoju i manifestovati se kao
neuropsihijatrijske bolesti. Kada je jedinka izlozena razli¢itim dogadajima u svojoj okolini, kao
Sto su senzorni stimulusi, stres, hemijske supstance, hormoni i socijalna iskustva, to moze uticati
da se PFK razvije drugacije (Kolb et al., 2012). Postoje dva aspekta razvica mozga koji su vrlo
vazni za razumjevanje kako iskustva oblikuju organizaciju kore velikog mozga. Prvo, gustina
dendritskih trnova, koja predstavlja aproksimaciju za broj ekscitatornih sinapsi neurona, je dva do
tri puta veca u djetinjstvu nego tokom odraslog Zivota. Ovakva prevelika produkcija sinapsi se
usporava nakon djetinjstva jer dolazi do specijalizacije sinapsi. Medutim, taj proces se u PFK
nastavlja do tre¢e decenije Zivota, $to je pokazano u studiji koja je koristila uzorke PFK od
novorodencadi do 91 godine zivota (Petanjek et al., 2011). Drugo, ova hiper-produkcija
dendritskih trnova je najveé¢a u PFK, i najmanjom brzinom se eleminise (Elston et al., 2009).
Netipicno dug period eliminacije sinapsi u PFK djelom objasnjava veliki uticaj okoline na
kognitivne sposobnosti ljudi u pubertetu. Zato rana zivotna iskustva mogu postaviti osnove za
neuronske mreze koje se kasnije modifikuju u adolescenciji. Tako bi pozitivna ili negativna rana
zivotna iskustva oblikovala PFK i imala cjelozivotne posljedice na regulaciju ponasanja (Kolb et
al., 2012).

Priroda odnosa roditelja i mladunc¢adi moze da inicira dugotrajne efekte na razvoj mladih
koji se zadrzava tokom odraslog zivota. Ovakve promjene su proucavane u hipokampusu, amigdali
1 PFK (Fenoglio et al., 2006). U zivotinjskom svijetu, osim u slu¢ajevima gdje su oba roditelja
neophodna za brigu o mladuncadima, kao kod glodara degua (Octodon degus), briga majke o
potomstvu je apsolutno neohodna za njihovo prezivljavanje (Seidel et al., 2011). U proucavanju
efekta kratkoro¢nog razdvajanja majke od mladuncadi pacova, 3h na dan, tokom dojenja,
pokazano je da su imali povecanu gustinu sinapti¢kih trnova u odraslom dobu (Muhammad and
Kolb, 2011).

Promjene u PFK su dokumentovane u slucajevima poremecaja paznje, Sizofrenije,
depresije i post-traumatskog poremecaja. Ovaj region se pokazao posebno osjetljivim na stres,
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starenje, 1 Alzhajmerovu bolest. Na Zivotinjskim modelima je pokazano da stresni dogadaji
ispoljavaju dvofazne, vremenski zavisne efekte na PFK (McEwen and Morrison, 2013). Na PFK
poseban efekat ima prenatalni stres i postnatalno odvajanje od majke. Pacovi koji su bili izloZeni
prenatalnom stresu u vidu premjestanja majke tokom posljednje sedmice graviditeta, a potom
izloZzeni hroni¢nom i akutnom stresu kao adulti, pokazali su poremecaje u iSCezavanju straha
(Green et al., 2011). Rani traumatski stres u vidu odvajanja od majke drugog do dvanaestog dana
nakon rodenja je doveo do povecane anksioznosti kao odgovora na hroni¢ni stres u adultnom dobu
(Eiland and McEwen, 2012).
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2. Ciljevi istrazivanja

Osnovni cilj ove doktorske disertacije je ispitivanje uloge tenascina-C savremenim
metodama fluorescentne mikroskopije u strukturnoj plasticnosti hipokampusa, nakon gajenja
TnC** i TnC” miseva 8 sedmica u standardnoj i obogacenoj sredini. Pored toga, cilj je ispitivanje
strukturne plasti¢nosti prefrontalne kore i hipokampusa pacova koji su bili izloZenu ranom
traumatskom iskustvu u vidu 24-Gasovnog odvajanja od majke. Iz navedenih ciljeva proisticu

sljede¢i pojedinacni eksperimentalni zadaci:

1.

Ispitivanje uloge tenascina-C i obogaéene sredine u regulaciji broja i ekspresije PNM
oko PV+ i PV- interneurona u hipokampusu misa.

Ispitivanje uticaja tenascina-C i obogacene sredine na topoloske parametre koji
opisuju ultrastrukturu PNM.

Istrazivanje kako tenascin-C i obogacena sredina mjenjaju ekspresiju presinaptickih
ekscitatornih i inhibitornih zavr$etaka na neurone obavijene PNM u hipokampusu
misa.

Ispitivanje uticaja materinske deprivacije na ekspresiju PNM i PV+ interneurona u
prefrontalnoj kori i hipokampusu pacova.

Ispitivanje efekta materinske deprivacije na zapreminu prefrontalne kore i
hipokampusa pacova.

Istrazivanje kako materinska deprivacija uti¢e na presinapticke inhibitorne zavrSetke
koji se projektuju na PV+ interneurone obavijene PNM.
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3. Materijal i metode

3.1. Upotrebljene hemikalije, puferi, rastvori i antitijela

Tabela 1. Nazivi i proizvodac¢i hemikalija upotrebljenih u istrazivanju.

Naziv hemikalije Proizvodad

NaCl — natrijum hlorid

NaOH — natrijum hidroksid

HCI — hlorovodonic¢na kiselina

NaHPO4 — dinatrijum hidrogen fosfat

NaH2PO4 — natrijum dihidrogen fosfat

H3BO3 — borna kiselina

SDS - natrijum dodecil sulfat

EDTA - etilen diamin tetra siréetna kiselina  >igma-Aldrich, Njemacka

PFA - paraformaldehid

Mowiol

Glicerol

Brom-fenol plavo

Triton™ X-100

Magarec¢i serum

Krezil-violet

C2HeO — etanol SANI-HEM, Srbija
Albumin iz govedeg seruma — BSA Merck, Njemacka

Tris baza — Tris (hidroksimetil) — metilamin  Fisher Scientific, VB
Tween 20 Fisher Bioreagents, SAD
C12H22011 — saharoza Carl Roth GmbH, Njemacka
DAPI (4,6-diamidin-2-fenilindol) Molecular Probes, SAD
Ketamin Richter Pharma, Austrija
Ksilazin Provet, Srbija
Streptavidin-biotin kit Vector Laboratories, SAD
Natrijum citrat Carlo Erba, Njemacka
PCR Master Mix Fermentas, Njemacka
Prajmeri za TnC Bio Cat, Njemacka
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Tabela 2. Sastav i koncentracija rastvora upotrebljenih u navedenim metodama.

Metoda Rastvor i pH vrijednost Sastav i koncentracije

TDB, pufer za digestiju 50 mM Tris pH 8,0
pH 8.4 50 mM EDTA pH 8,0
0,5% SDS

PCR smjesa 12,5 pul Master Mix: 0,4 mM dNTP (dATP,
dCTP, dGTP i dTTP), 4 mM MgClz i 0,05
U/ul Taq DNK polimeraze
8,5 ul sterilne dH2O
PCR 1 ul 0,4 uM Primer 1 ES delete new
1 ul 0,4 uM Primer 2 ES TnC (pos) RV+1
1 ul 0,4 uM Primer 3 ES WT new 59

TBE, 0,45 M Tris
Tris-boratni-EDTA pufer 0,45 M Borna kiselina
50 mM EDTA pH 8,0

Brom-fenil plavo 0,25 % brom-fenil plavo
65% glicerol
34,75% dH.0O
0,2 M PB, fosfatni pufer 0,16 M NaxHPQOq4
pH 7,4 0,04 M NaH2PO4
dH20
NaCl fizioloski rastvor 9 g NaCl
1000 ml dH20
4% PFA, paraformaldehid 40 g PFA
pH 7,4 500 ml dH20
500 ml 0,1M PB
Immunohistohemija 1M NaOH
Rastvor saharoze 30% saharoza
0,1 MPB
0,01 M PBS, fosfatni pufer, 0,2 M PB 20x
pH 7,4 147 mM NaCl
dH20
Mowiol medijum za 9,6% Mowiol
pokrivanje 24% Glicerol
48% 0,2 M Tris pufer pH 8,5
24% ddH.0
0,01 M Natrijum citratni pufer, 10 ml 0,1 M Na citrat
pH 6 50 pl Tween
90 ml dH20
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Serum za blokiranje 5120% normalni magare¢i serum
0,2% TritonX-100

PBS
Anestezija za 0,01 ml/kg Zivotinje 100 mg/kg ketamin
miseve 10 mg/kg ksilazin
fizioloski rastvor NaCl
Anestezija za 0,01 ml/kg Zivotinje 100 mg/kg ketamin
pacove 33 mg/kg ksilazin

fizioloski rastvor NaCl

Tablela 3. Antitijela kori$tena u ovom istrazivanju.

Antitijelo Porijeklo RazblaZenje Proizvodad
Biotinizovani lektin  Wisteria 1:100 konfokalna
floribunda mikroskopija MilliporeSigma, SAD

1:200 super-rezoluciona
mikroskopija

PV mis, 1:1500 MilliporeSigma, SAD
monoklonalno
VGAT zec, 1:200
poliklonalno Synaptic Systems,
VGlutl zamorde, 1:600 Njemacka
poliklonalno
Streptavidin Alexa  Streptomyces  1:200 Thermo Fisher Scientific,
Fluor 488 avidinii SAD
Anti- misije Alexa
Flour 555
Anti- zecije Alexa
Flour 555 magarac 1:200 Thermo Fisher Scientific,

Anti- zamorc¢e Alexa SAD

Flour 647
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3.2. Zivotinje

U eksperimentima ove doktorske disertacije su koriSteni dva tipa laboratorijskih miSeva
geneticke pozadine inbrednog soja C57BL/6, kao i pacovi soja Wistar. Geneticki modifikovani
misevi, koji u cijelom organizmu ne eksprimiraju funkcionalan protein tenascin-C, oznaceni su
kao TnC”’" misevi (Evers et al., 2002). MiSevi divljeg soja sa fizioloskom ekspresijom tenascina-
C su ozna¢eni kao TnC** miSevi. Kolonija genetski modifikovanih miSeva je odrzavana
ukrStanjem zenki divljeg soja sa muzjakom deficijentnim za TnC. Homozigotne jedinke koje su
upotrebljene u eksperimentu su dobijene heterozigotnim ukritanjem TnC*" mi$eva. Genotip svih
zivotinja je potvrden metodom lancane reakcije polimerizacije (eng. Polimerase Chain Reaction,
PCR). Wistar pacovi koji su upotrebljeni u ovim eksprimentima su dobijeni sparivanjem jednog
muzijaka sa dvije Zenke iz istog legla. U oba tipa eksperimenta su koriSteni samo muzjaci. MiSevi
soja C57BL/6 su uzgajani na Institutu za fiziologiju 1 biohemiju, BioloSkog fakulteta, dok su
pacovi soja Wistar uzgajani na Institutu za farmakologiju, klini¢ku farmakologiju i toksikologiju,
Medicinskog fakulteta u Beogradu. Maksimalan napor je ucinjen da bi se smanjila patnja i broj
eksperimentalnih Zivotinja. Svi navedeni eksperimenti i briga o Zivotinjama su sprovedeni u skladu
sa NIH Direktivom za brigu i upotrebu laboratorijskih Zivotinja, u skladu sa Evropskom direktvom
(86/609/EEC), 1 odobreni od strane Eti¢kog komiteta Bioloskog (broj dozvole: 323-07-
08318/2021-05) i Medicinskog fakulteta (broj dozvole: 323-07-01,245/ 2014-05/2), Univerziteta
u Beogradu i Ministarstva poljoprivrede i zastite zivotne sredine Republike Srbije.

3.2.1. Genotipizacija miSeva PCR reakcijom

Da bi se odredio genotip Zivotinja koje su koriStene za odrZavanje kolonije i eksperiment,
uradena je PCR reakcija na DNK uzorke. MiSevima starim do 2 sedmice su uzeti odsjecci uha,
preénika 3 mm, prilikom obiljezavanja uha Zivotinja sa alatom koji ostavlja rupice, ear puncher-
om. Svaki uzorak je smjeSten u 200 pul TDB pufera za digestiju sa 10 pl proteinaze K, radi
enzimskog razlaganja tkiva. Uzorci su inkubirani na 65 °C, 3 sata na termo bloku ili vodenom
kupatilu. Sljede¢i korak podrazumjeva centrifugiranje digestovanog uzorka na 12300 rpm, 5
minuta. 10 ul DNK iz uzorka, koja se nakon centifugiranja u vidu bijeli¢astih niti nalazi ispod
povrsine te¢nosti, pazljivo se pokupi pipetom i razblazi 20x u 190 pl sterilne H20. Pravi se PCR
smjeSa koja sadrZi potrebne enzime, nukleotide, jone magnezijuma 1 prajmere 1 dodaje se 1 pl
razblaZzenog uzorka DNK. Uzorci se smjeStaju u PCR masinu gdje se proces umnozavanja DNK
deSava po sljede¢im fazama:

Tabela 4. Protokol PCR reakcije.

Faza Temperatura®C  Trajanje (sec) Broj ciklusa
Inicijalna denaturacija 94 150 1
Denaturacija 94 30

Hibridizacija 65 45 30
Elongacija 72 50

Finalna elongacija 72 300 1
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Nakon zavrSetka umnozavanja DNK, uzorci se nalivaju u bunarice 1,5 % agaroznog gela,
koji se sastoji od 10% TBE pufera i 6 pl etidijum bromida koji se veze za DNK i omogucava
vizualizaciju pomoc¢u UV svjetlosti. Horizontalnom elektroforezom od 100 V u trajanju od 30
minuta se razdvajaju fragmenti DNK. TnC ”- homozigoti imaju DNK fragment od 225 baznih
parova i potvrduju se trakom koja najudaljenija od mjesta nalivanja uzorka. DNK fragment TnC**
homozigota posjeduje 461 baznih parova, najsporije se razdvaja elektroforezom, dok se TnC *
heteroizigoti identifikuju prisustvom obje trake (Slika 10).

Tenascin C
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Slika 10. Gel sa DNK uzorcima miSeva. Uslikano kamerom transiluminatora koji prikazuje 10
DNK uzoraka (T0O-T9), od kojih su 3 TnC * heterozigota (T1, T5 i T7) potvrdena prisustvom
dvije trake, i 4 TnC 7~homozigota (T2, T6, T8 i T9) koje odlikuje prisustvo jedne trake.
Odsustvo traka kod uzoraka TO, T3 i T4 ukazuju na nisku koncentracju umnozene DNK.
Kontrolni uzorci su oznageni sa WT (TnC */*), H (TnC *) i KO (TnC ™), a lijevo je naliven
marker koji obiljeZzava duzine trake DNK uzorka, bazni parovi (bp).

3.3. Eksperiment obogacene sredine

Od rodenja do 21 PND, miSevi oba genotipa su gajeni u standardnim kavezima zajedno sa
majkom. Nakon genotipizacije, na PND 21, TnC **i TnC 7~ miSevi muskog pola su nasumiéno
rasporedeni u standarne kaveze (standardna sredina, SS) ili u kaveze koji omogucavaju obogac¢enu
sredinu (OS). Minimalno 4, a maksimalno 6 Zivotinja je gajeno u jednoj eksperimentalnog grupi.
Eksperiment obogacene sredine je trajao 8 sedmica, 1 za to vrijeme su kontrolne zivotinje gajene
u standarnim kavezima (Slika 11). Ukupno su gajene 4 grupe zivotinja na sljede¢i nacin:

1. TnC**SS grupa — miSevi divljeg soja u standardnoj sredini
2. TnC** OS grupa — misevi divljeg soja u obogaéenoj sredini
3. TnC™ SS grupa— TnC " misevi u standardnoj sredini
4. TnC™’ 0S grupa— TnC 7 misevi u obogacenoj sredini
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EKSPERIMENT OBOGACENE SREDINE

Rodenje - " PpND |
PND 21 .\14_ PND 21 .\ PND 21-PND 81 | PND 81
Pl A A
1( [ T )
Gajenje miSeva u SS ‘ PCR ‘ ‘ Gajenje miseva muskog pola u OSiSS ‘ [ Zrtvovanje ]

Slika 11. Sematski prikaz eksperimentalnog postupka sa istaknutim vremenskim tatkama. Od

rodenja do trece sedmice zivota (postnatalni dan 21, PND 21), miSevi oba pola se gaje sa majkom u

standardnim kavezima. Nakon genotipizacije, TnC** i TnC” muzjaci se rasporeduju u obogacéenu i
standardnu sredinu. Nakon 2 mjeseca se ztrvuju i pocinje postupak pripreme tkiva.

Obogacena sredina je postignuta gajenjem zivotinja u kavezima vecih dimezija: 54 x 39 x
27 cm, koji sadrze tunele, skrovista, merdevine, lavirinte, loptice i tockove za tr¢anje (Slika 12).
Da bi se eksperimentalne zivotinje motorno, senzitivno i kognitivno stimulisale, raspored predmeta
u kavezu OS se mjenjao svaki dan a sastav je mjenjan sedmicno. Na taj nacin su Zivotinje razvijale
prostornu memoriju, navigacijske sposobnosti i procesuiranje novih senzornih informacija.
Takode, fizicki su bile aktivnije i socijalno viSe angaZovane, zbog veéeg broja Zivotinja, u
poredenju sa kontrolnim grupama u standardnim kavezima dimenzija 32 x 20 x 13 cm, koji ne
posjeduje predmete za fizicku aktivnost, igru i istraZivanje prostora. U svim eksperimentalnim
grupama, hrana i voda su bile dostupne ad libitum, temperatura sobe je iznosila 21 + 1°C, i
osvetljenost ~100 Ix sa automatski podeSenim ciklusom od 12-h dan/no¢.

Slika 12. Kavezi za gajenje koji podrZavaju obogacenu sredinu. Pristustvo tunela, tocka za tréanje,
mjesta za skrivanje i istrazivanje prostora, kao i za socijalnu interakciju, omogucava istrazivacku,
motornu, socijalnu i kognitivnu stimulaciju eksperimentalnih Zivotinja.
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3.4. Eksperiment materinske deprivacije

Za potrebe ovog eksperimenta, jedan muzjak je sparivan sa dvije zenke iz istog legla. 14
dana nakon sparivanja, ukoliko su zenke skotne, odvajaju se u posebne kaveze i1 kontrolise se dan
okota. Neposredno nakon okota, nasumi¢no se odreduje koje ¢e leglo biti izlozenu ranom
traumatskom iskustvu materinske deprivacije. 9-tog postnatalnog dana (PND 9), u 10:00 ¢asova,
majke se odvajaju od okota i smjestaju u drugi kavez u odvojenoj sobi radi eleminacije zvukova
koji ukazuju na njeno prisustvo. Okot se ne uznemirava tokom 24h, i sljedeceg 10-tog PND, u isto
vrijeme se majke vracaju svojim leglima. U kontrolnim grupama se majka ne odvaja od okota na
deveti postnatalni dan. Zivotinje iz obje grupe se odvajaju od majki nakon zavrietka sisanja na
PND 22, razvrstavaju po polovima i tako gaje do zrtvovanja na PND 60 (Slika 13). Majke i okoti
su gajeni u standarnim kavezima dimenzija 26 x 42 x 15 cm, u prostorijama temperature 23 + 1°C,
sa automatski podesenim ciklusom od 12-h dan/no¢. Voda i hrana su bile dostupne ad libitum,
osim za legla koja nisu sisala za vrijeme 24-¢asovne maternalne deprivacije.

EKSPERIMENT MATERINSKE DEPRIVACIJE

Rodenje - PND PND 9 -
PND 9 9- PND 10 PND 22

—— % . —
),

|7

PND 22-PND 60 PND 60

Gajenje pacova sa Materinska

majkom deprivacija Gajenje pacova muskog pola ‘ Zrtvovanje

Slika 13. Sematski prikaz eksperimentalnog postupka sa istaknutim vremenskim tatkama. Od
rodenja do devetog dana Zivota (postnatalni dan 9, PND 9), pacovi oba pola se gaje sa majkom. Od PND
9 do PND 10 se cijelo leglo odvaja od majke na 24h. Nakon toga se majka vraca u kavez do PND 22, od

kojeg se rasporeduju po polovima. Muzjaci pacova se gaje do 2 mjeseca starosti, Zrtvuju na PND 90 1 i
pocinje postupak pripreme tkiva.
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3.5. Priprema tkiva

Nakon eksperimenta obogacene sredine i materinske deprivacije, Zivotinje su zrtvovane
transkardijalnom perfuzijom. Prvo su anestezirane rastvorom ketamina i ksilazina (100 mg/kg
ketamina 1 10 mg/kg ksilazina za miSeve, i 100 mg/kg ketamina 1 33 mg/kg za pacove),
intraperitonealnom injekcijom u donji lijevi kvadrant prednjeg trbusnog zida. Kada je kod Zivotinja
potvrdena duboka anestezija odsustvom refleksa povlacenja donjih ekstremiteta, pazljivo su
pri¢vr§éene na podlogu od stiropora. Grudni ko$ je otvoren jednim vertikalnim rezom ka vratu i
dva reza ka prednjim ekstremitetima zivotinja, kako bi se oslobodio pristup srcu. U lijevu komoru
je uvedena igla, dok je presjecen zid desne pretkomore, ¢ime je poceta perfuzija sa 150-200 ml
fizioloskog rastvora (0,9 % NaCl) za pacove i 50-100 ml za miseve. Nakon §to je bilo primjeceno
obezbojavanje jetre, koje ukazuje na to da je vec¢ina krvi iz cirkulatornog sistema uklonjena, protok
je preusmjeren na 4% PFA iste zapremine kao i fizioloSkog rastvora. Potvrda uspjesne fiksacije
tkiva je primjetno gréenje i uko¢enost repa. Zivotinje se dekapituju i vrsi se izolacija mozga, koji
se dodatno fiksira u 4% PFA rastvoru na temperaturi od 4 °C tokom 24h. Sljedece se vrsi
dehidratacija tkiva u 30% rastvoru saharoze na temperaturi od + 4 °C, dok tkiva ne potonu na dno
posude, $to je signal uspjeSne dehitratacije u cilju sprje€avanja nastanka kristala leda u mozdanom
tkivu. Slijedi dvostruko obiljezavanje omota u kojima se mozgovi cuvaju i prenose dalje na duboko
smrzavanja na— 80 °C, do sje¢enja uzoraka. Uzorci mozga se sjeku na kriotomu (Leica CM1850,
Nussloch, Nemacka) na -25 °C, debljine 25 um za pacovske uzorke, 30 i 10 pm za uzorke misjeg
mozga. Presjeci pacovskog mozga se skupljaju na Super Frost Ultra Plus predmetna stakla
pozitivno naelektrisane povrSine (Menzel Glaser, Braunschweig, Njemacka), stereoloskim
nacinom prikupljanja uzoraka tako se na svakom predmetnom staklu nalazi 5-6 moZzdanih presjeka
koji su prikupljeni iz tkiva koje je odvojeno 250 pum. Presjeci mi§jeg mozga se takode skupljaju
Super Frost Ultra Plus predmetna stakla (Menzel Glaser, Braunschweig, Njemacka), sa razlikom
Sto se na svakom predmetnom staklu nalazi 3-4 presjeka koji su sekvencionalno prikupljeni jedan
za drugim. Misji presjeci koji su koristeni za super-rezolucionu mikroskopiju se prikupljaju na
pokrovnim staklima debljine 1.5 H (Marienfeld, Njemacka), sekvencionalnim pristupom. Svi
uzorci se ¢uvaju na — 20 °C do upotrebe.
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3.6. Imunohistohemija

Imunohistohemijsko obiljezavanje tkiva i Celija koristi u cilju odredivanja mjesta
ekspresije proteina od interesa i njegove distribucije. Postize se vezivanjem visoko specificnih
primarnih antitijela za antigene proteina od interesa. Za primarna antitijela se vezuju sekundarna
antitijela konjugovana sa fluorescentnim bojama, i taj signal se moze detektovati fluorescentnim
mikroskopom, nakon ekscitacije svjetlos¢u odredene talasne duzine. Da bi se tkivo pripremilo za
fluorescentno obiljezavanje, mozdani presjeci su ostavljeni da se adaptiraju na sobnu temperaturu,
a zatim su rehidratisani u 0,01 M rastvoru PBS-a u trajanju od 30 minuta. Za obiljezavanje misjih
presjeka markerom za PNM, PV neurone i sinapse, pristupljeno je protokolu demaskiranja
antigena od interesa, tako $to su presjeci potopljeni 10 minuta u rastvor natrijum citratnog pufera,
zagrijanog na 75 °C. Nakon hladenja presjeka i ispiranja 2 puta u 0,01 M PBS-u, presjeci su
inkubirani 40 minuta u rastvoru za blokiranje, koji sadrzi 5% normalni magare¢i serum, za
obiljeZzavanje PNM i1 PV neurona, dok je 20% serum koriSten u protokolu obiljeZavanja sinaptic¢kih
terminala, da bi se sprijecilo nespecifi¢no vezivanje antitijela. Da bi se blokirao endogeni biotin,
biotinski receptori i omogucilo specifi¢no vezivanje markera za PNM, presjeci su inkubirani u
streptavidin-biotin kitu za blokiranje. Slijedilo je inkubiranje mozdanih presjeka u rastvoru
primarnih antitijela u trajanju od 24h za markere PNM i PV neurone, i 48h za obiljezavanje
sinaptickih markera, na temperaturi od + 4 °C. Za fluorescentno obiljezavanje perineuronskih
mreza, u rastvoru primarnih antitijela, koristen je biotinizovan lektin iz biljke Wisteria floribunda
(Wisteria floribunda agglutinin- WFA), koji se nespecificno veze za N-acetilglikozaminske
ostatke na bo¢nim lancima proteoglikana koji vecinski ¢ine PNM. WFA predstavlja standarni
marker za vizualizaciju PNM 1 pracdenje promjena u njihovoj ekspresiji. Za obiljeZzavanje
interneurona koji eksprimiraju parvalbumin, koriSteno je miSije antitijelo na parvalbumin.
Presinapticki terminali su obiljezeni antitijelom zamorca na vezikularni glutamatni transporter —
VGlutl za ekscitatorne sinapse, i zecijim antitijelom na vezikularni GABA transporter — VGAT,
za inhibitorne sinapse. Za obiljeZzavanje sinaptickih terminala je koriSten protokol za
imunohistohemijsko bojenje koje omogucava kvantifikaciju sinapti¢kih klastera (Ippolito and
Eroglu, 2010). Inkubaciji primarnim antitijelima je slijedilo ispiranje nevezanih primarnih
antitijela u 0,01 M PBS-u i inkubiranje rastvorom sekundarnih antitijela. Tako se za vizualizaciju
WFA Koristio streptavidin konjugovan sa fluorescentnom bojom Alexa Fluor 488, a za misje
antitijelo na parvalbumin je vezano magarece antitijelo na proteine misa, konjugovano sa Alexa
Fluor 555. Magarece antitijelo na proteine zamorca, konjugovano sa Alexa Fluor 647 je vezano za
zamorce-anti VGlutl, dok je magarece antitijelo na proteine zeca, konjugovano sa Alexa Fluor
555, vezano za zec¢je-anti VGAT. Presjeci su inkubirani sekundarnim antitijelima u trajanju od 2h,
u mraku na sobnoj temperaturi, radi ubrzanja Kkinetike vezivanja antitijela i ocCuvanja
fluorescencije. Presjeci su detaljno isprani u 0,01 M PBS da bi se odstranila nevezana sekundarna
antitijela 1 tako umanjila pozadinska fluorescencija koja ne potice od proteina od interesa.
Posljednja inkubacija je obavljena u rastvoru DAPI boje koja obiljezava jedra i detektuje se UV
svjetloS¢u, nakon Cega je slijedio set ispiranja u PBS. Nanesen je medijum za pokrivanje Mowiol
za konfokalnu i 90% glicerol za super-rezolucijsku mikroskopiju. Presjeci su pokriveni pokrovnim
staklima 1 ostavljeni da se osuSe na sobnoj temperaturi u mraku do dugotrajnog skladiStenja na -
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20 °C. U svakoj seriji imunohistohemijskog bojenja su koristeni presjeci iz svih eksperimentalnih
grupa i negativna kontrola u vidu izostavljenog primarnog antitijela. Detaljni protokoli za

.....

3.7. HistoloSko bojenje

Za odredivanje volumena prefrontalne kore i hipokampusa pacova, koristena je boja krezil-
violet koja se vezuje za Nislovu supstancu u neuronima. Presjeci mozga su inkubirani 5 minuta u
ksilenu, 3 minuta u 95% i 70% etanolu i isprani u destilovanoj vodi. Boja krezil violet je aplicirana
na presjeke u trajanju od 10 minuta na temperaturi od 60 °C, zatim su presjeci isprani u destilovanoj
vodi i inkubirani u rastu¢im koncetracijama etanola (70, 95 i 100%) po 3 minuta. Nakon ispiranja
u destilovanoj vodi, 1 finalne inkubacije od 5 minuta u ksilenu, presjeci su ostavljeni da se suSe 1
apliciran je medijum za pokrivanje Mowiol.
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Tabela 5. Protokoli imunohistohemijskog obiljeZavanja presjeka misijeg mozga za razli¢ite vrste

mikroskopije.

Vrsta Presjeci miSijeg mozga
presjeka
Vrsta Konfokalna mikroskopija Super - rezoluciona
mikroskopije mikroskopija
Debljina 30 um 10 um
tkiva
WFA/PV WFA/NVglut 1/VGAT WFA
Temperiranje 30 min na sobnoj temepraturi. Rehidratacija u 0,01 M PBS 30 minuta.
Otkrivanje antigena u Na-citratom puferu na 75 °C 10
minuta. Hladenje i ispiranje 2 puta po 5 minuta u 0,01 M
PBS.
Inkubacija u 5% Inkubacija u 20% Inkubacija u 5%
magarecem serumu sa 0,2 | magarecem serumu u 0,01 | magareéem serumu sa 0,2
% Triton X-100u 0,01 M M PBS, 1h na sobnoj % Triton X-100u 0,01 M
PBS, 40 minuta na sobnoj = temperaturi. PBS, 40 minuta na sobnoj
temperaturi. temperaturi.
Inkubacija u rastvoru streptavidina 15 minuta, kratko ispiranje u PBS i inkubacija u
rastvoru biotina 15 minuta.
Inkubiranje u rastvoru Inkubiranje u rastvoru Inkubiranje u rastvoru
primarnih antitijela 24h na | primarnih antitijela 48h na | primarnih antitijela 24h
Markeriod +4°C: +4°C: na+4°C:
interesa i WFA 1:100 WFA 1:100 WFA 1:200
protokol zecje anti- PV | 1: 1500 ze€je anti- 1:200
bojenja VGAT
zamorce-anti 1:600
VGlutl
Magareci serum 1% Magareci serum 10%  Magareci serum 1%
Triton X 0,04% Triton X 0,3% Triton X 0,04%
PBS 0,01 M PBS 0,01 M PBS 0,01 M
Ispiranje u 0,01 PBS 3 puta po 15 minuta.
Inkubiranje u rastvoru sekundarnih antitijela 2,5 h na sobnoj temperaturi:
Streptavidin AF 1:200  Streptavidin AF 1:200  Streptavidin AF | 1:200
488 488 488
Magarece anti- 1:200 Magarece anti- 1:200
zecje AF 555 zecje AF 555
Magarece anti- 1:200
zamorce AF 647
Magare¢i serum  10%
Triton X 0,3%
PBS 0,01M PBS 0,01 M PBS 0,01 M

Ispiranje u 0,01 PBS 4 puta po 15 minuta.

Inkubiranje u rastvoru DAPI markera 1: 4000 u 0,01 M PBS 10 minuta. Ispiranje u
0,01 PBS 3 puta po 10 minuta.

NanoSenje Mowiol medijuma i pokrovnih stakala. Nanosenje 90% glicerola
i lijepljenje pokrovnih
stakala.
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Tabela 6. Protokoli imunohistohemijskog obiljezavanja presjeka pacovskog mozga za razliCite
vrste mikroskopije.

Vrsta Presjeci pacovskog mozga
presjeka
Vrsta Konfokalna mikroskopija
mikroskopije
Debljina 25 um
tkiva
WFA/PV WFA/PVINGAT
Temperiranje 30 min na sobnoj temepraturi. Rehidratacija u 0,01 M PBS 3 puta po 10
minuta.
Otkrivanje antigena u Na-citratom puferu na
75 °C 10 minuta. Hladenje i ispiranje 2 puta
po 5 minuta u 0,01 M PBS.
Inkubacija u 10% magare¢em i 1% Inkubacija u 20% magare¢em u 0,01 M
govedem serumu sa 0,3 % Tritonom X- PBS, 1 sat na sobnoj temperaturi.
100 u 0,01 M PBS, 1 sat na sobnoj
temperaturi.
Inkubacija u rastvoru streptavidina 15 minuta, kratko ispiranje u PBS i inkubacija u
rastvoru biotina 15 minuta.
Markeriod  |nkubiranje u rastvoru primarnih Inkubiranje u rastvoru primarnih antitijela
Interesal  antitijela 24h na + 4 °C: 48h na + 4 °C:
protokol
bojenja WEA 1:100 WFA 1:100
misje anti- PV 1: 1000 misje anti- PV 1: 1000
zeje anti-VGAT 1:200
Magareci serum 2% Magareci serum 10%
Govedi serum 1%
Triton X 0,3% Triton X 0,3%
PBS 0,01 M PBS 0,01 M

Ispiranje u 0,01 PBS 3 puta po 15 minuta.

Inkubiranje u rastvoru sekundarnih antitijela 2 h na sobnoj temperaturi:

Streptavidin AF 488
Magarece anti-zecje
AF 555
Govedi serum

PBS

Ispiranje u 0,01 PBS 4 puta po 15 minuta.

1:200
1:200

2%

0,01 M

Streptavidin AF 488
Magarece anti-zecje
AF 555

Magarece anti- mi§je
AF 647

Magareci serum
Triton X

PBS

Nanosenje Mowiol medijuma i pokrovnih stakala.
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3.8. Mikroskopija

3.8.1. Konfokalna mikroskopija

Imunofluorescentno obiljeZzeni presjeci prefrontalne kore i hipokampusa pacova kao i
hipokampusa misa su snimljeni na LSM 510 Axioskop konfokalnom laserskom skeniraju¢em
mikroskopu ( Carl Zeiss GmbH, Njemacka). Uspravni mikroskop Axioskop 2 FS ¢ini konfokalnu
komponentu sistema, dok laserska jedinica sadrzi argonski laser na 488 nm talasne duzine i dvije
linije helijum-neonskog lasera, na 543 i 633 nm talasne duzine. Laserska emisiona svjetlost se
razdvaja u razli¢ite kanale dihroi¢nim ogledalom NFT 545 koji propusta svjetlost talasnih duzina
ve¢im od 545 nm, a reflektuje svjetlost talasne duZine manje od 545 nm. Uskopojasnim filterom
BP 505-530 se razdvaja svjetlost zelenog dijela spektra, Sirokopojasnim filterom LP 585 crveni
dio spektra, a Sirokopropusnim filterom 650 se razdvaja daleki crveni dio svjetlosti. Tokom
snimanja su koristeni objektivi Plan-Neofluar 40X numericke aperture 1.3 i Plan—Apochromat
63X numericke aperture 1.4, sa uljem refraktivnog indeksa 1.518 kao imerzionim medijumom.
Podesavanja koja uticu na intenzitet signala kao $to su intenzitet lasera, debljina optickog presjeka
i osetljivost detektora su odrzavana konstantnim tokom snimanja.

Da bi se ispitala ekspresija perineuronskih mreza i parvalbumin pozitivnih interneurona,
hipokampus TnC** i TnC”" miSeva, kao i prefrontalna kora i hipokampus MD i kontrolnih pacova,
su snimljeni u koriste¢i objektiv 40X, u 2D dvokanalnom rezimu, slika veli¢ine 1024 x 1024
piksela. Trostruko bojenje PNM, VGlutl i VGAT markera u misjem tkivu, kao i PNM, PV i VGAT
u pacovskom tkivu je snimano 63X objektivom, digitalnim zumom od 1.5, koriste¢i opciju Z-stack.
U tom rezimu snimanja, 7 opti¢kih presjeka debljine 1 pm se povezuje u trodimenzionalnu sliku i
omogucuje detaljnu analizu sinapti¢kih markera u odnosu na perineuronske mreze.

PNM, PV+ neuroni i sinapticki markeri su snimljeni sa 3-4 sukcesivnih presjeka sa jedne
hemisfere dorzalnog hipokampusa misa. Sa DG, CA1 i CA3 hipokampalnog podregiona su
usnimljene 1 analizirane 2 slike po eksperimentalnoj Zivotinji, dok je sa CA2 regiona usnimljena
i analizirana po 1 slika.

Isti markeri su snimljeni sa 5-12 stereoloskih presjeka jedne hemisfere prefrontalne kore i
dorzalnog hipokampusa pacova. Iz svake eksperimentalne Zivotinje su snimljene po 2 slike iz
svakog podregiona prefrontalne kore (Cgl, PrL, IL) i hipokampusa (DG, CA1, CA3), jedna slika
iz povrsinskog a druga iz dubokog sloja prefrontalne kore.

3.8.2. Svjetlosna mikroskopija

Radi procjene volumena prefrontalne kore i hipokampusa pacova, presjeci obojeni sa krezil
violet bojom, koja obiljezava neurone, su snimljeni koriste¢i digitalni mikroskop Leica EC3,
objektivom koji uvelicava 2x.
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3.8.3. Super-rezoluciona mikroskopija

Prostorna rezolucija je ograniCena efektima difrakcije koju je opisao Ernst Abbe. Prema
njegovoj formuli efekat difrakcije ogranicava rezoluciju optickog mikroskopa na priblizno
polovinu talasne duzine koriStene svjetlosti. U praksi, najvisa rezolucija svjetlosne mikroskopije
je bila oko 200 nm prije pojave super-rezolucionih mikroskopija (Schermelleh et al., 2010).

Super-rezolucionu mikroskopiju od drugih vrsta svjetlosne mikroskopije odvaja nacin
zaobilaZenja grance rezolucije, koji omogucava preko 10 puta bolju rezoluciju od svjetlosne
mikroskopije. Za razvoj ovih tehnika trojica nau¢nika su 2014. godine dobili Nobelovu nagradu
za hemiju: Erik Becig i Vilijam Merner za razvoj fotoaktivirane lokalizacijske mikroskopije (eng.
Photoactivated localization microscopy-PALM), a Stefan Hel za metodu deplecije stimulisanom
emisijom (eng. Stimulated emission depletion- STED). Iste godine kada je razvijen PALM, 2006.
godine, druga grupa naucnika je izumila slicnu metodu- stohasti¢nu opticku rekonstrukcijsku
mikroskopiju (eng. Stochastic optical reconstruction mikroscopy-STORM) (Schermelleh et al.,
2010).

Super-rezoluciona tehnika koja je bila koriStena u ovoj studiji je Mikroskopija Struktuirane
Ilumunacije (eng. Stuctured IHlumination Microscopy, SIM ). SIM je fluorescentna mikroskopija
Sirokog polja, koja omogucéava snimanje slika sa ve¢om prostornom rezolucijom u poredenju sa
konvencionalnim fluorescentim mikroskopima, poput konfokalnog. Princip koji omogucava
snimanje slika poboljSane rezolucije je difrakciona resetka kroz koju prolazi laserska svjetlost i
ekscitira fluorofore u uzorku. Difrakciona reSetka se pomjera 1 snima sliku pod tri razlicita ugla.
Tako snimljene slike nose informacije visokih frekvencija koje nakon rekonstrukcije otkrivaju
detalje Celijskih struktura. Matemati¢ka rekonstrukcija se zasniva na brzim Furijeovim
transformacijama slika snimljenim iz razli¢itih uglova, ekstrakcijom informacija visoke
frekvencije, dok se reverznom Furijeovom transformacijom konstruiSe slika visoke rezolucije
(Slika 14). Za razliku od konfokalnog mikroskopa, SIM prikuplja svu svjetlost koja fluorescira sa
uzorka, ne samo onu koja prolazi kroz konfokalni otvor, i na taj na¢in poboljsava kvalitet slike i
detalja (Gustafsson, 2000). U ovoj studiji, za snimanje perineuronskih mreza, koristen je SIM
mikoroskop (Delta Vision OMX V4, SAD), opremljen sa diodnim laserom od 405 nm, i
semikonduktorskim laserom (OPSL) od 488 nm talasne duZzine. Koriste¢i uljani objektiv
uveli¢anja 60X (Plan ApoN, NA =1.42) i Z-stack opciju, snimljeno je 50-55 optickih presjeka
debljine 125 nm, koji su rekonstruisani u trodimenzionalni snimak. Postignuta prostorna rezolucija
je iznosila 150 nm u lateralnoj i 300 nm u aksijalnoj osi.

Da bi se ispitala ultrastruktura PNM u dorzalnom hipokampusu TnC** i TnC” miseva, iz
svakog podregiona hipokampusa su snimljene PNM pod istim uslovima za svaku eksperimentalnu
grupu. Iz mozga svake zivotinje je usnimljeno 5-6 snimaka DG regiona, 9 snimaka CA1, 5-6
snimaka CA2 i 3-4 snimka CA3 regiona hipokampusa, koji su upotrebljeni za analizu
ultrastrukture PNM.
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Slika 14. Princip i primjer struktuirane iluminacije. SIM koristi rotirajucu difrakcionu resetku za
osvetljavanje uzorka iz tri razli¢ita ugla, pri ¢emu se za svaku orijentaciju reSetke uzima pet slika sa
razli¢itim fazama pomaka reSetke, $to ukupno daje 15 slika za jednu Z-poziciju uzorka. Sve slike se
transformi$u u Fourijerov prostor, gde se informacije visoke frekvencije iz svih uglova kombinuju, a
povratna Fourijerova transformacija (rFT) koristi kombinovane informacije visoke frekvencije da
rekonstruise super-rezolucionu sliku. Desno je prikazana struktuirana iluminacija perineuronske mreze
(PNM) i njena rekonstrukcija. Modifikovano iz: https://www.eurobioimaging.eu/service/Structured-

illumination-microscopy-SIM*
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3.9. Analiza slika

3.9.1. Analiza ekspresije PNM i sinaptic¢kih terminala

Slike koje su usnimljene konfokalnim mikroskopom su analizirane koriste¢i Fiji ImageJ
(Schindelin et al., 2012), softver za analizu slika otvorenog pristupa. Sa svake slike je analiziran
broj 1 intezitet signala PNM, koje obuhvataju populaciju PNM koje okruzuju PV+ neurone
(PNM+PV+ ¢elije) i PNM koje okruzuju druge tipove neurona (PNN+PV- ¢elije), kao i broj PV+
interneurona. Prije analize signala WFA, markera PNM, pozadinski signal sa slika je uklonjen
koristeci rolling ball radius opciju u ImageJ. Svaka PNM sa slike je prebrojana i ocrtana u region
od interesa (ROI) u kojem je izmjerena srednja vrijednost inteziteta piksela WFA signala, koji se
kreée u rasponu od 0-255. Intezitet fluorescentnog signala na konfokalnim slikama se tumaci kao
aproksimacija ekspresije proteina od interesa, gdje je ja¢i intezitet fluorescentnog signala
propocionalan vecoj koli¢ini proteina. Prosjecna vrijednost broja i inteziteta signala PNM u
svakom podregionu hipokampusa misa i pacova je koriStena za statistiCku analizu. Gustina PNM
i PV+ interneurona je izmjerena u prefrontalnoj kori i hipokampusu pacova tako $to su sa svake
slike izbrojane PNM i PVV+ neuroni i taj broj je podjeljen sa povrsinom slike i izrazen kao broj po
kvadratnom milimetru (broj/mm?).

Analiza sinapti¢kih terminala je uradena koriste¢i funkciju Analize particles u ImageJ
programu. Nakon uklanjanja pozadinskog signala, okolo PNM je ocrtan ROI, u kojem su
kvantifikovani broj, veli¢ina (povrSina fluorescentnog signala) i intezitet VGAT i VGlutl
pozitivnih sinapti¢kih terminala koji prolaze kroz PNM. Broj inhibitornih i ekscitatornih
sinaptickih terminala u ROI je ru¢no izbrojan, a prosjecna gustina je izracunata djeljenjem broja
sa povrS§inom ROI, koriste¢i Analize particles opciju u kojoj je zadata veli¢ina analiziranih
terminala. Prosje¢na veli¢ina sinapti¢kih terminala je izracunata koriste¢i isti alat, tako Sto je
izmjerena veli¢ina svih terminala u ROI i podjeljena sa ukupnim brojem. Veli¢ina sinaptickih
terminala je izrazena u pm?, a gustina kao broj sinapti¢kih terminala po kvadratnom mikrometru
(broj/um?). Posljednji izmjeren parametar je prosjecan intezitet piksela sinapti¢kih terminala u
ROI, koji je takode izracunat koriste¢i funkciju Mean Gray Value u alatu Analize particles.
Mjerenje veli¢ine 1 gustine sinaptickih terminala omogucava dublji uvid u morfologiju
presinaptickih zavrSetaka, dok mjerenje inteziteta signala ukazuje na vecu koncentraciju
eksprimiranog proteina.

3.9.2. Analiza zapremine mozga

Volumetrijska analiza prefrontalne kore 1 hipokampusa pacova je uradena koriste¢i Imagel
softver, tako §to je svaki podregion prefrontalne kore (Cgl, PrL 1 IL) i hipokampusa (DG, CALl 1
CA3) ocrtan u region od interesa i izraGunata njegova povrSina opcijom Area u programu za
analizu slika. Racunanje zapremine mozga je postignuto stereoloSkom metodom Kavalijerijevog
principa. Prema Kavalijeriju, zapremina trodimenzionalnog objekta, kakav je mozak, se moze
odrediti sumiranjem povrSina njegovih dvodimenzionalnih presjeka, pod uslovom da su oni
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paralelni i jednako udaljeni jedan od drugog (Prakash et al., 1994). Budu¢i da su presjeci mozga
pacova jednako udaljeni jedan od drugug, bilo je moguce precizno izmjeriti volumen podregiona
prefrontalne kore i hipokampusa i izraziti ga u mm?.

3.9.3. Analiza ultrastrukture PNM

Super-rezolucione slike PNM koje su dobijene snimanjem tehnikom SIM mikroskopije, su
analizirane u programu IMARIS (9.3. Oxford Instruments, UK). Obrada slike je podrazumjevala
uklanjanje pozadine i generisanje tacaka koje se preklapaju sa fluorescentnim signalom WFA.
Tacke veli¢ine 150 nm u lateralnom i 300 nm u aksijalnom smjeru su generisane upotrebom opcije
Spots i njihove koordinate u 3D prostoru su izvedene iz programa IMARIS. Uzevsi u obzir da su
generisane tacke ¢vorovi perineuronske mreze koji opisuju njenu ultrastrukturu, za analizu je
koriSten poseban program za analizu topografije PNM, koji su napravili Dzyubenko i saradnici
(Dzyubenko et al., 2018). Za pokretanje programa je koristen MatLab softver (2019a, SAD), koji
koristi koordinate ¢vorova PNM kako bi izra¢unao sljedeée topoloske parametre:

1. Ukupan broj ¢vorova u PNM.
Procenat povezanih ¢vorova u PNM.
Prosjecnu udaljenost izmedu ¢vorova.
Prosjecan stepen povezanosti ¢vorova.

ok own

Maksimalnu udaljenost izmedu ¢vorova (R95).

Da bi parametri bili izraCunati, podeSena je minimalna (Rmin = 0,1 pm) 1 maksimalna
udaljenost (Rmax = 1 pm) izmedu ¢vorova. Ukoliko je udaljenost izmedu ¢vorova manja od
maksimalne, smatraju se povezanim i raCuna se procenat povezanih ¢vorova od njihovog ukupnog
broja. Takode, raunat je prosjecan stepen povezanosti ¢vorova u jednoj PNM, tako Sto se sabira
broj susjeda koji jedan ¢vor ostvaruje, npr. ukoliko je ¢vor povezan do maksimalne udaljenosti sa
jo$ 3 ¢vora, stepen povezanosti tog ¢vora iznosi 3. Maksimalna udaljenost (parametar R95) je
mjera koja pokazuje koliko ¢vorova, od 95% povezanih, je udaljeno od 0,7 — 1 um. Navedeni
topoloski parametri su analizirani kako bi se kvantifikovala ultrastruktura PNM kao mjera njene
kondenzovanosti i povezanosti (Slika 15). Analizirana i kvantifikovana je ultrastruktura 96 PNM
iz svih podregiona hipokampusa (DG, CA1-3) TnC**i TnC” miseva koji su odgajani u OS i SS.
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Topoloski parametri PNM

Udaljenost
izmedu ¢vorova- R

Povezani ¢vorovi
0.1 Rmin -1 pm Rmax

Stepen povezanosti
¢vorova 0-5

Slika 15. Postupak analize ulstrastrukture PNM. U programu IMARIS su generisane tacke koje
predstavljaju ¢vorove PNM i njihova povezanost je izacunata koriste¢i program u MatLab-u koji je
analizirao topoloske parametre PNM. Modifikovano iz Dzyubenko et al., 2018.

3.10. Statisticka analiza

Za statistiCku analizu podataka dobijenih iz TnC modela je koriSten JASP softver (JASP
Team, 0.12). Testiranje normalnosti raspodjele podataka je uradeno Kolmogorov-Smirnovim
testom, dok je homogenost varijanse ispitivana Levensovim testom. Podaci koji su imali normalnu
raspodjelu su analizirani dvo-faktorskom analizom varijanse (eng. two-way ANOVA) sa Tukey
post-hoc testom, gdje su genotip i sredina oznaceni kao dva nezavisna faktora. Podaci koji nisu
imali normalnu raspodjelu su analizirani ne-parametrijskim Kruskal-Wallis H testom sa Dunn
post-hoc korekcijom. Podaci koji su imali vrijednost p < 0.05 su smatrani statistickim zna¢ajnim.
Za graficko prikazivanje rezultata je koriSten softver R (Rstudio, 4.3.3., SAD) i podaci iz svakog
eksperimenta su prikazani kao ,, box-whisker .

StatistiCka analiza podataka koji su dobijeni iz modela MD su analizirani koriste¢i
SPSS softver (Release 22, SPSS, SAD). Normalnost raspodjele podataka je testirana sa
Kolmogorov-Smirnovim i Shapiro-Wilk testom, a homogenost varijanse koriste¢i Levensov test.
Podaci koji su imali normalnu raspodjelu su analizirani koriste¢ci GLM (eng. Generalized Linear
Model ) i GEE (eng. Generalized Estimating Equation), sa tretmanom MD kao prediktorskim
faktorom i leglom kao ugnjezdenim prediktorskim faktorom. Ovi statisticki testovi su izabrani jer
uzimaju u obzir specificne efekte legla. Podaci koji nisu imali normalnu raspodjelu su analizirani
Mann-Whitney testom. Podaci koji su imali vrijednost p < 0,001 (p = 0.05/54, za ukupan broj
poredenja) su smatrani statisticki znacajnim. Korigovan nivo statisticke znacajnosti je koristen radi
smanjenja mogucénosti greSke prvog tipa. Za graficko prikazivanje rezultata je koriSten softver R
(Rstudio, 4.3.3., SAD) i podaci iz svakog eksperimenta su prikazani kao ,, box-whisker .

Na svakoj slici 1 u opisima slika je prikazan koriSten statisticki test, nivo znacajnosti 1 veliCina
uzorka.
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4. Rezultati

Prvi dio rezultata ove doktorske disertacije prikazuje ulogu TnC i obogaéene sredine u
strukturnoj plasti¢nosti PNM, PV+ interneurona, ekscitatornih i inhibitornih sinapsi dorzalnog
hipokampusa miSa. Drugi dio rezultata je fokusiran na uticaj materinske deprivacije (MD) na
PNM, PV+ interneurone i inhibitorne sinapse u prefrontalnoj kori i hipokampusu pacova. Ispitali
smo broj i intezitet PNM koje obavijaju PV+ interneurone (PNM+PV+), PNM koje ne obavijaju
PV+ interneurone (PNM+PV-), kao i broj PV+ interneurona Kkoji ne eksprimiraju PNM
(PV+PNM-). Znacajne razlike izmedu grupa u TnC modelu su pronadene samo kod PNM+PV-,
dok su u MD modelu bile pogodene samo PNM+PV+.

4.1. Uloga TnC i obogacene sredine u ekspresiji PNM u hipokampusu
misa

Kako bi poveéali neuronsku plastiénost, misevi divljeg soja (TnC**) i TnC- deficijentni
miSevi (TnC™") su gajeni u obogaéenoj sredini 8 sedmica i standarnoj sredini kao kontroli. Nakon
snimanja svih podregiona dorzalnog hipokampusa konfokalnom mikroskopijom, uradena je
kvantifikacija srednje vrijednosti piksela WFA signala. U tabeli 7 su prikazani rezultati za svaki
od hipokampalnih podregiona.

Tabela 7. Rezultati dvofaktorske analize varijanse (ANOVA sa Tukey post hoc testom) za parametre
ekspresije PNM i PV neurona u svim regionima hipokampusa. Navedene su vrijednosti samo statistic¢ki
znacajnih razlika izmedu eksperimentalnih grupa i porijeklo efekta razlika (genotip, sredina ili njihova
interakcija).

DG CAl CA2 CA3
Intezitet - - - -
PNM
Broj - - Genotip: F145 = 8,694, p = 0,005
PNM TnC+/+ SS vs. TnC-/-SS
p= 0,002
Intezitet - - - -
PNM+PV+
Broj - - - -
PNM+PV+
Intezitet Sredina: F140= 6,408, p = 0,016 - - -
PNM+PV- TnC+/+ OS vs. TnC+/+ SS
p=0,017
Broj PNM - - Genotip: F145=9,612, p = 0,003
PV- TnC+/+ SS vs. TnC-/-SS
p< 0,001
Interakcija: F145 = 11,356, p = 0,002
TnC-/- OS vs. TnC-/-SS p= 0,023
Broj PV+ - - - -
neurona
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Za region DG je pokazano da TnC** misevi, koji su odgajani u OS imaju znacajno jaci
intezitet WFA signala u poredenju sa TnC** miSevima koji su rasli u SS (Slika 16). Ovakav
rezultat istice da povecanje neuronske plasticnosti, u vidu izlaganja OS, moze kod miseva divljeg
soja dovesti do povecane sinteze komponenata PNM u DG, ili do smanjene aktivnosti enzima Kkoji
ove komponente razgraduju. Kod ostalih podregiona hipokampusa nisu uocene promjene u
ekspersiji PNM nakon OS kod TnC** misa.

a

TnC +/+ SS TnC+/+ OS TnC -/- SS TnC -/- OS

p=0017
60

-

20

Intezitet piksela WFA signala

TnC+/+ SS TnC+/+0S TnC-/-8S TnC-/-0S

Slika 16. Ekspresija PNM i PV+ interneurona u DG hipokampusa TnC** i TnC”’ miSeva nakon
izlaganja Zivotinja SS i OS. a) Konfokalne slike pokazuju dvostruko fluorescentno obiljezene PNM (WFA
marker, zeleno) i PV+ interneurone (crveno). Granularni sloj DG je oivicen (slobodnom rukom) svijetlo
zutom linijom. Kalibracija: 50 um. b) Box plot grafikon prikazuje srednji intezitet piksela WFA signala, sa
linijama koje obuhvataju vrijednosti interkvartalnog opsega uvecane za 1,5. Dvo-faktorska analiza
varijanse ANOVA i Tukey post hoc test je otkrio zna¢ajno povecanje vrijednosti inteziteta WFA signala
kod TnC** OS grupe, u poredenju sa TnC*'* SS grupom: p = 0,017.

U CA podregionima, podjeljenim na CA1, CA2 i CA3, promjene u ekspresiji PNM su
zabiljeZene samo u CA2 regionu, gdje je dvofaktorskom ANOVA analizom pokazano da na
ukupan broj PNM i PNM+PV- uti¢e genotip i interakcija genotipa i sredine (Tabela 7). Ukupan
broj PNM i PNM+PV- je znacajno povisen kod TnC deficijentnih miSeva koji su odgajani u
standardnim uslovima (TnC” SS) u poredenju sa misevima divljeg soja gajenim u istoj sredini
(TnC*"* SS) (Slika 17a,b). Ovakav rezultat ukazuje da tenascin-C igra vaznu ulogu u o¢uvanju
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broja PNM u CA2 regionu, kao i to da njegova uloga nije vezana za PNM koje eksprimiraju
parvalbuminski interneuroni. Daljom analizom broja PNM+PV- otkriven je znacajan efekat
interakcije genotipa i okoline. Gajenje TnC” miSeva u OS je dovelo do zna¢ajnog smanjenja broja
PNM+PV- u poredenju sa TnC”" SS grupom (Slika 17a,c). Ovaj rezultat ukazuje na moguénost da
se, u TnC deficijenciji, povecanjem neuronske plasticnosti putem OS aktiviraju kompezatorni
mehanizmi za ocuvanje broja PNM u CA2 regionu.

a
TnC +/+ S§S TnC+/+ OS TnC -/- SS TnC -/- OS

0.001 —
B ® p=0023

S
o

$0888

Broj PNM

Broj PNM+PV-
$

38 90 § oo

Rt ol

TnC++8S  TnC++ 0S8 TnC-~8S TnC-/-08 TnC+/+ S8 TnC+/+ 0S8 TnC-/-8S TnC-/-08

(923

Slika 17. Ekspresija PNM i PV+ interneurona u CA2 hipokampusu TnC** i TnC” miSeva nakon
izlaganja Zivotinja SS i OS. a) Konfokalne slike pokazuju dvostruko fluorescentno obiljezene PNM
(zeleno) i PV+ interneurone (crveno). Piramidalni sloj ¢elija je oivi€en svijetlo Zutom linijom. Bijela strelica
pokazuje PNM+PV+ ¢elije, roze strelica PNM+PV-, a plava PV+PNM- neurone. Kalibracija: 50 um. b)
Box plot grafikon prikazuje ukupan broj PNM, sa linijama koje obuhvataju vrijednosti interkvartalnog
opsega uvecane za 1,5. Dvofaktorska analiza varijanse ANOVA i Tukey post hoc testom je otkriveno
znacajno (p = 0,002) poveéanje ukupnog broja PNM kod TnC” SS grupe, u poredenju sa TnC*"* SS grupom.
c) Box plot grafikon prikazuje broj PNM+PV- ¢elija, sa linijama koje obuhvataju vrijednosti interkvartalnog
opsega uveéane za 1,5. Znacajno povecanje (p <0,001) broja PNM+PV- je pronadeno kod TnC™* SS miseva
u poredenju sa TnC** SS grupom, dok je znacajno smanjenje broja (p = 0,023) zabiljeZeno kod TnC” u
0S8, poredeno sa TnC”" misevima u SS.
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U CALl i CA3 regionu nisu pronadene znacajne promjene u broju i ekspresiji PNM i PV+
neurona, usljed nedostatka TnC molekula i izlaganja obogac¢enoj sredini. Izostanak promjena
ukazuje da je uticaj TnC na eksperesiju PNM zavisan od ispitivanog regiona.

Uloga TnC i obogacéene sredine u strukturnoj sinaptic¢koj
plasti¢nosti hipokampusa miSa

Da bi se ispitala uloga PNM u regulaciji sinapticke plasti¢nosti, analizirani su morfoloski
parametri presinaptickih terminala koji se projektuju na neurone koji su obuhvaceni sa PNM, tako
$to penetriraju kroz njene otvore. Ispitani parametri kod TnC** i TnC”" miseva nakon izlaganja
OS i SS 8 sedmica su gustina, broj i intezitet piksela za VGlutl i VGAT presinapticke markere
ekscitatornih 1 inhibitornih zavrSetaka. Promjene u navedenim parametrima primjecene su u svim
regionima hipokampusa osim u CA1l (Tabela 8).

Tabela 8. Statisti¢ki znacajni rezultati Kruskal-Wallis testa sa Dunn post-hoc analizom za parametre
sinapti¢kih markera u hipokampusu.

DG

CAl

CA2

CA3

Gustina
VGAT
terminala

Velicina
VGAT
terminala

Intezitet
piksela
VGAT
terminala

Gustina
VGlutl
terminala
Velicina
VGlutl
terminala

Intezitet

piksela

VGlutl
terminala

Hs; =9,436, p = 0,024
TnC+/+ SE vs. TnC-/-SE
p =0,014
TnC+/+ SE vs.TnC+/+EE
p= 0,037

Hs =7,569, p = 0,056
TnC-/- SE vs. TnC-/- EE
p=0,011

Hs = 11,646, p = 0,009
TnC-/- SE vs. TnC-/- EE
p = 0,005
TnC+/+ SE vs. TnC-/-SE
p = 0,005
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Hs =9,597, p = 0,022
TnC+/+ SE vs.TnC+/+EE
p = 0,004
TnC+/+ EE vs. TnC-/-EE
p =0,017

Hs= 10,605, p = 0,014
TnC+/+ SE vs. TnC-/- SE
p =0,015
TnC+/+ EE vs. TnC-/- EE
p = 0,044

Hs; = 8,012, p = 0,046
TnC+/+SE vs.TnC+/+ EE
p= 0,016
TnC+/+EE vs. TnC-/- EE
p =0,016



Opsezno remodelovanje ekscitatornih 1 inhibitornih sinaptickih zavrSetaka je pronadeno u
DG kod TnC deficijentnog misa, gdje su rezultati pokazali zna¢ajno povecanje gustine VGAT
markera i smanjenje inteziteta piksela VGlutl markera kod TnC” u SS, u poredenju sa TnC*'* SS
grupom (Slika 18a,b,d). Ovi rezultati otkrivaju vaznu ulogu molekula TnC u strukturnoj
sinaptickoj plasti¢nosti DG, koja se ogleda u odrzavanju ravnoteZze ekspresije ekscitatornih i
inhibitornih sinaptic¢kih zavrSetaka. Izlaganje OS je uticalo na ekspresiju inhibitornih zavrSetaka u
DG misa divljeg soja (TnC** OS), koji je imao znadajno veéu gustinu VGAT terminala u
poredenju sa TnC*"* u standardnoj sredini. Kada su TnC”- migevi gajeni u OS, gustina i intezitet
piksela VGlutl terminala je znacajno poviSena u odnosu na miseve istog genotipa u SS 1 nivoi
ekspresije su se povratili na nivo priblizan kontrolnoj grupi (Slika 18a,c,d). Ovakav efekat
naglaSava moguci reparacijski uticaj OS na ekspresiju sinaptickih markera u uslovima kada
izostaje ekspresija molekula TnC.

U regionima CA2 i CA3 su promjene u sinapti¢koj ekspresiji obuhvatile samo inhibitorne
presinapti¢ke zavrietke. Ustanovljeno je da kod TnC’ mi$a u standardnoj sredini dolazi do
znadajnog poveéanja inteziteta piksela VGAT zavrietaka, u poredenju sa kontrolnom TnC** SS
grupom (Slika 19a,c). Obogaéena sredina je u CA2 i CA3 regionu kod TnC*"* miseva dovela do
poveéane gustine VGAT zavrietaka, dok je kod TnC”" taj efekat neutralizovan, jer dolazi do
znacajnog smanjenja gustine inhibitornih terminala (Slika 19a,b, Slika 20a,b). Dodatno se kod
TnC”~ OS grupe u CA2 regionu primjecuje zna¢ajno povisen intezitet VGAT zavrsetaka u odnosu
na TnC** OS grupu (Slika 19a,c). Ova analiza demonstrira da TnC ima ulogu u oduvanju
inhibitorne sinapticke plasti¢nosti u CA2 i CA3 regionu sa naglasenim reverzibilnim uticajem OS
u slucajevima nedostatka ekspresije TnC.

U CA1 regionu nisu registrovane znacajne promjene u ekspresiji sinaptickih
markera, kao §to ni u jednom od regiona nisu uocene razlike u veli¢ini sinaptickih zavrSetaka, kao
jednog od vaznih morfoloskih parametara strukturne sinapticke plasti¢nosti.
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Slika 18. Ekspresija inhibitornih i ekscitatornih sinapti¢kih markera u DG hipokampusa TnC** i
TnC’ miSeva nakon izlaganja Zivotinja SS i OS. a) Konfokalne slike pokazuiju trostruko fluorescentno
obiljezavanje PNM (zeleno), VGAT (crveno) i VGlutl (plavo). Bijele strelice ukazuju na VGAT i VGlutl
sinapti¢ke zavrSetke koji su kvantifikovani u regionu od interesa koji ocrtava PNM (rukom ucrtana Zuta
linija). Kalibracija: 50 um. b) Kruskal-Wallis sa Dunn post hoc testom je otkrio znac¢ajno povecanje gustine
VGAT terminalau TnC” SS i TnC** OS grupi, u poredenju sa TnC** SS grupom, p = 0,037 odn. p = 0,014.
C) Znatajno povecanje gustine (p = 0,011) VGlutl terminala je pronadeno kod TnC” OS miSeva u
poredenju sa TnC” SS grupom. d) Znacajno smanjenje inteziteta piksela (p = 0,005) VGlutl zavrsetaka
zabiljezeno je kod TnC” u SS, dok je zna¢ajno poveéanje istog parametra (p = 0,005) pronadeno kod
TnC™ OS miseva, u oba slu¢aja poredeno sa TnC*'* u SS. Gustina je izraZena kao broj sinapti¢kih terminala
po kvadratnom mikrometru (broj/um?). Box plot grafikoni prikazuju podatke za sinapticke parametre, sa
linijama koje obuhvataju vrijednosti interkvartalnog opsega uvecane za 1,5.
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Slika 19. Ekspresija inhibitornih i ekscitatornih sinapti¢kih markera u CA2 regionu hipokampusa
TnC** i TnC” miSeva nakon izlaganja Zivotinja SS i OS. a) Konfokalne slike pokazuju trostruko
fluorescentno obiljezavanje PNM markerom WFA (zeleno), markerom inhibitornih presinaptickih
zavrSetaka VGAT (crveno) i markerom ekscitatornih presinaptickih zavrSetaka VGlutl (plavo).
Kalibracija: 50 um b) Kruskal-Wallis sa Dunn post hoc testom je otkrio zna¢ajno povecanje gustine (p =
0,004) VGAT terminala u TnC** OS grupi u poredenju sa TnC** SS grupom, sa zna¢ajnim smanjenjem
gustine (p = 0,017) kod TnC” OS u poredenju sa TnC**OS miSevima. ¢) Znacajno poveéanje inteziteta
piksela (p = 0,015) VGAT terminala je pronadeno kod TnC”* SS miseva u poredenju sa TnC** SS grupom,
kao i kod TnC-/-OS miSeva (p = 0,044), poredeno sa TnC** OS grupom. Gustina je izraZena kao broj
sinapti¢kih terminala po kvadratnom mikrometru (broj/um?). Box plot grafikoni prikazuju podatke za
sinapticke parametre, sa linijama koje obuhvataju vrijednosti interkvartalnog opsega uvecane za 1,5.
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Slika 20. Ekspresija inhibitornih i ekscitatornih sinapti¢kih markera u CA3 regionu hipokampusa
TnC** i TnC” miSeva nakon izlaganja Zivotinja SS i OS. a) Konfokalne slike pokazuju trostruko
fluorescentno obiljezavanje PNM markerom WFA (zeleno), markerom inhibitornih presinaptickih
zavrSetaka VGAT (crveno) i markerom ekscitatornih presinaptickih zavrSetaka VGlutl (plavo).
Kalibracija: 50 um b) Kruskal-Wallis sa Dunn post hoc testom je otkrio znacajno povecanje gustine (p =
0,016) VGAT terminala u TnC** OS grupi u poredenju sa TnC** SS grupom, i zna¢ajnim smanjenjem
gustine (p = 0,016) kod TnC” OS u poredenju sa TnC**OS misevima. Gustina je izrazena kao broj
sinapti¢kih terminala po kvadratnom mikrometru (broj/um?). b) Box plot grafikon prikazuje podatke za
sinapticke parametre, sa linijama koje obuhvataju vrijednosti interkvartalnog opsega uvecane za 1,5.



4.3. Uloga TnC i obogacene sredine u formiranju ultrastrukture PNM
u hipokampusu misa

Da bi se ispitala detaljnija struktura PNM, nakon gajenja u SS i OS, hipokampusi TnC*"* i
TnC”- miseva su usnimljeni koriste¢i super-rezolucionu tehniku struktuirane iluminacije (SIM).
Ova tehnika, zajedno sa naprednom analizom slika, je omogucila da se kvantifikuje stanje
kondenzovanosti i1 fine granulacije PNM. Pri tome su koristeni topoloski parametri: ukupan broj
¢vorova, procenat povezanih ¢vorova, prosjecna udaljenost izmedu ¢vorova, prosjecan stepen
povezanosti 1 maksimalna udaljenost izmedu ¢vorova. Rezultati statisticke analize su pokazali da
je doslo do promjena samo u ukupnom broju ¢vorova u PNM dentatnog girusa (Kruskal-Wallis
test: Hz = 15,761, p = 0,001, Dunn post hoc: TnC+/+ SE vs. TnC-/- SE, p = 0,001; TnC-/- SE vs.
TnC-/- EE, p = 0,026). Tu je nedostatak TnC u SS doveo do znac¢ajnog smanjenja broja ¢vorova u
odnosu na miseve divljeg soja u istoj sredini, dok je gajenje TnC” miSeva u OS dovelo do
znacajnog povecanja tog broja (Slika 21a,b). Drugi topoloski parametri: procenat povezanih
¢vorova u PNM, njihova prosjec¢na i maksimalna udaljenost, kao i stepen povezanosti ¢vorova nisu
bili znacajno promjenjeni usljed nedostatka TnC i izlaganja OS u DG i u ostalim podregionima
hipokampusa. Ovakav podatak pokazuje da TnC utice na ultrastrukturno remodelovanje PNM
samo u DG, kroz smanjenje ¢vorova koji predstavljaju sredista WFA signala. Nedostatak TnC ima
uticaj na finu granulaciju PNM, dok ve¢i efekat, u vidu pomjena u intezitetu WFA signala ili broju
PNM, nije zabiljezen u DG TnC™ misa.
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Slika 21. Ultrastruktura PNM u DG TnC** i TnC-" miSeva nakon izlaganja Zivotinja SS i OS. a)
Super-rezolucione SIM slike pokazuju tvostruko fluorescentno obiljezavanje PNM (zeleno), i éelijskog
jedra (DAPI; plavo). Kalibracija: 3 um. b) Kruskal-Wallis i Dunn post hoc test je otkrio zna¢ajno smanjenje
broja &vorova (p = 0,001) u PNM kod TnC”* SS grupe u poredenju sa TnC** SS grupom, koje je poveéano
(p = 0,026) uvodenjem OS kod TnC”" miseva i zna¢ajno poviseno u odnosu na TnC”- SS. Box plot grafikon

prikazuje podatke za broj ¢vorova u PNM, sa linijama koje obuhvataju vrijednosti interkvartalnog opsega
uvecane za 1,5.
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4.4, Uticaj MD na ekspresiju PNM i PV neurona u mPFK i
hipokampusu pacova

U ovom dijelu doktorske disertacije ¢e biti prikazani rezultati o dugoro¢nom efektu 24-
casovne materinske deprivacije (MD) na strukturnu i sinapticku plasti¢nost medijalne prefrontalne
kore (MPFK) i hipokampusa pacova. Zivotinje su bile izlozene MD od devetog do desetog
postnatalnog dana, dok su efekti ispitani kod odraslih muzjaka starih 2 mjeseca. U prefrontalnoj
kori i hipokampusu je ispitana gustina i intezitet ekspresije PNM oko PV+ i PV- interneurona,
kao i gustina PV+ interneurona. Zatim je samo u prefrontalnoj kori analizirana ekspresija
inhbitornih zavrsetaka koji se projektuju na PV+ interneurone koji imaju PNM. Posljednje je
izmjeren volumen mPFK i hipokampusa kod kontrolnih i MD zivotinja. Kako bismo ispitali
specificne promene u podregionima, u mPFK ispitani su rostralna cingulatna kora 1 (roCgl),
prelimbicka kora (PrL) i infralimbicka kora (IL), a u hipokampusu DG, CA3 i CA1 podregioni.

Primjenom GLM statistickog teksta koji koristi tretman (MD i kontrolu) kao prediktorski
faktor, a leglo kao ugnijezdeni prediktorski faktor, analizirana je gustina i intezitet PNM, kao i
gustina PV neurona u prefrontalnoj kori i hipokampusu. GEE je koris¢en za analizu gustine i
inteziteta VGAT inhibitornih sinaptickih zavrSetaka u prefrontalnoj kori, ispitujuéi efekte MD
uzimajuci u obzir korelaciju izmedu mjerenja unutar istog legla (Tabela 9).

Rezultati pokazuju da je MD dovela do promjena samo u odredenim podregionima mPFK.
Gustina ukupnih PNM i onih koje obavijaju PV+ interneurone (PNM-+PV+) su bili znaéajno
smanjene u roCgl 1 IL kod pacova izlozenim MD u poredenju sa kontrolnom grupom, dok u PrL
nisu zabiljezene znacajne promjene (Slika 22a-d). Gustina PNM koje obavijaju PV— ¢elije, kao i
gustina PV+ ¢celija nisu bile pogodene u bilo kojem od ispitivanih mPFK podregiona kod MD
pacova. Takode, nisu primjeCene promene u gustini PNM u CAl, CA3 1 DG podregionima
hipokampusa kod MD pacova u poredenju sa kontrolom (Slika 23b-e). Kao i u mPFK, MD nije
izazvala promene u gustini PV+ ¢elija u hipokampusu (Slika 23b-e). Iz navedenih rezulata se
uoCava da materinska deprivacija smanjuje gustinu PNM specificno oko interneurona koji
eksprimiraju parvalbumin u mPFK, i da ne uti¢e na PNM u hipokampusu.

Kako je gustina PNM bila smanjena u mPFK, postavili smo pitanje da li je intenzitet
bojenja PNM takode promenjen. Sli¢no promjenama u gustini, MD je uticala na intenzitet PNM u
specificnim podregionima mPFK. Dovela je do znafajnog smanjenja inteziteta ukupnih PNM i
PNM+PV+ subpopulacije u PrL i IL (Slika 24b,c). Intenzitet bojenja PNN+PV— nije bio
promenjen nakon MD u bilo kojem od ispitivanih podregiona mPFK, i promene u ostalim
parametrima nisu uocene u roCgl nakon MD (Slika 24a,b,c). Takode, intezitet PNM nije
promjenjen u hipokampusu, potvrdujuc¢i da MD ne uzrokuje promjene u PNM i PV neuronima u
ovom regionu mozga (Slika 24d,e,f).
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Tabela 9. Statisticki znacajni rezultati GLM i GEE testa za ekspresiju PNM, PV interneurone, VGAT
marker i zapreminu mPFK, podjeljenoj na rostralnu cingulatnu koru 1 (roCgl), prelimbic¢ku koru (PrL) i
infralimbicku koru (IL).

roCgl PrL IL
Ukupna gustina PNM Wi0= 18,904 - Wi9= 17,820
p <0,001 p <0,001
Gustina PNM+PV+ Wi9=12,373 - W19= 15,965
p <0,001 p 0,001
Gustina PNM+PV- - - -
Gustina PV+ neurona - - -
Ukupan intezitet PNM - Wi9= 23,280 Wi9= 14,552
p <0,001 p <0,001
Intezitet PNM+PV+ - Wi9= 26,872 Wi9=16,891
p <0,001 p <0,001
Intezitet PNM+PV- - - -
Gustina VGAT - - -
Intezitet VGAT - - W19 = 46,650
p <0,001
Volumen - Wi9= 17,246 -
p <0,001
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Slika 22. Efekti MD na gustinu PNM i PV+ interneurona u mPFK pacova (PND 60). a) Konfokalne
slike dvostruke fluorescencije, PNM (zeleno) i PV (crveno), prikazuju PNM+PV+ (pentagonalna strelica),
PNM+PV- (glava strelice) i PV+ ¢elije (strelica) u tri podregiona mPFK, roCgl), PrL i IL kod kontrolih i
MD zivotinja. Kalibracija: 25 um. b) GLM test je otkrio znacajno smanjenje gustine ukupnih PNM+ i
PNM+PV+ populacije kod MD pacova u roCgl u poredenju sa kontrolom, p <0,001 za oba parametra. c)
Znacajne promjene u gustini PNM i PV+ neurona nisu zabiljeZzene u PrL kod MD pacova. d) GLM test je
otkrio znacajno smanjenje gustine ukupnih PNM+ i PNM+PV+ populacija kod MD pacova u IL u
poredenju sa kontrolom, p <0,001 za oba parametra. Gustina je izrazena kao broj PNM i PV+ neurona po
kvadratnom milimetru (broj/mm?). Box plot grafikoni prikazuju podatke za gustinu PNM i PV neurona, sa
linijama koje obuhvataju vrijednosti interkvartalnog opsega uvecane za 1,5.
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Slika 23. Efekti MD na gustinu PNM i PV+ interneurona u hipokampusu pacova (PND 60). a)
Konfokalne slike manjeg uvelicanja prikazuju dvostruku fluorescenciju, WFA (zeleno) i PV (crveno) u
CAl, CA2, CA3 i DG hipokampusa kontrolnih zivotinja. PNM u CA2 se razlikuju specifi¢cnom
morfologijom u odnosu na druge regione. b) Konfokalne slike dvostruke fluorescencije, WFA (zeleno) i
PV (crveno), prikazuju PNM+PV+ (pentagonalna strelica), PNM+PV- (glava strelice) i PV+ Celije
(strelica) u CAL, CA3 i DG kod kontrolih i MD Zivotinja. ¢, d, €) GLM test nije otkrio zna¢ajne promjene
gustine PNM i PV+ neurona u hipokampusu MD pacova u poredenju sa kontrolom. Gustina je izrazena kao
broj PNM i PV+ neurona po kvadratnom milimetru (broj/mm?). Box plot grafikoni prikazuju podatke za
gustinu PNM i PV neurona, sa linijjama koje obuhvataju vrijednosti interkvartalnog opsega uvecane za 1,5.
Kalibracione oznake odgovaraju duzini od a) 100 um i b) 25 pm.
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Slika 24. Intezitet piksela WFA signala, kao markera PNM u medijalnoj prefrontalnoj kori i
hipokampusu pacova nakon MD (PND 60). a) Ukupne PNM (PNM+), PNM+PV+ i PNM+PV-, nisu
znacajno promjenjene u roCgl podregionu mPFK pacova u poredenju sa kontrolom. b, ¢) GLM test je
otkrio znac¢ajno smanjenje inteziteta ukupnih PNM+ i PNM+PV+ populacije kod MD pacova u PrL i IL
podregionima mPFK u poredenju sa kontrolom, p <0,001 za oba parametra i podregiona. d, e, f) Znacajne
promjene u intezitetu PNM nisu zabiljezene u CA1, CA3 i DG hipokampusa kod MD pacova. Box plot
grafikoni prikazuju podatke za intezitet piksela WFA signala sa linijama koje obuhvataju vrijednosti
interkvartalnog opsega uvecane za 1,5.
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4.5. Uticaj MD na strukturnu sinapticku plasti¢cnost u mPFK pacova

Budu¢i da su promjene u PNM usko povezane sa promjenama u sinapti¢koj ekspresiji,
pristupili smo analizi perisomatskih inhibitornih terminala koji se projektuju na PV+ interneurone
obavijene PNM u mPFK. Analizirana je gustina i intezitet signala VGAT markera, koji obiljezava
presinapticke inhibitorne zavrSetke. Rezultati su pokazali da je intezitet VGAT terminala znacajno
povecan samo u IL kod MD pacova u poredenju sa kontrolnim zZivotinjama (Tabela 9, Slika 25a,c).
Nisu pronadene znacajne razlike u gustini i1 intenzitetu VGAT markera izmedu MD i kontrolnih
pacova u drugim mPFK podregionima (Slika 25b,c).

o Kontrola MD

E3 Kontrola
B MD
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roCg1 PrL IL
roCg1 PrL IL
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Gustina VGAT terminala

Intezitet piksela VGAT signala

:

Slika 25. Gustina i intezitet VGAT inhibitornih sinaptickih terminala u mPFK pacova nakon MD
(PND 60). a) Konfokalne slike trostruke fluorescencije, WFA (zeleno) i VGAT (crveno) i PV (plavo),
prikazuju analizirane VGAT terminale koji se projektuju na PV+ interneurone koji eksprimiraju PNM
(strelica) kod kontrolih i MD zivotinja. Kalibracija: 15 um b) Promjene u gustini VGAT terminala nisu
zabiljezene mPFK kod MD pacova. ¢) GEE test je otkrio znac¢ajno povecanje (p <0,001) inteziteta piksela
VGAT signala kod MD pacova u IL u poredenju sa kontrolom. U ostalim regionima mPFK promjene u
intezitetu VGAT signala nisu pronadene. Gustina je izraZzena kao broj sinaptickih terminala po kvadratnom
mikrometru (broj/um?). Box plot grafikoni prikazuju podatke za gustinu i intezitet VGAT terminala na
PNM+PV+, sa linijama koje obuhvataju vrijednosti interkvartalnog opsega uvecane za 1,5.
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4.6. Efekat MD na volumen mPFK i hipokampusa pacova

Kao jedan od vaznih globalnih parametara strukturne plasti¢nosti ispitan je 1 uticaj
materinske deprivacije na volumen mPFK i hipokampusa. Zna¢ajno smanjenje volumena kod
pacova nakon MD je pronadeno samo u PrL, dok drugi regioni mPFK nisu izmjenjeni (Slika
26,a,b). Takode, promjene u volumenu hipokampusnih podregiona CA1, CA3 i DG, kod MD
pacova nisu zabiljezene (Slika 26¢,d).
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Slika 26. Efekti MD na ukupni volumen medijalne prefrontalne kore i hipokampusa pacova (PND
60). Reprezentativne mikrografije a) medijalne prefrontalne kore (roCg1, PrL i IL), i c) hipokampusa (CAL,
CA2, CA3 i DG), sa neuronima obiljezenim krezil-violet bojom. b) GLM test je otkrio zna¢ajno smanjenje
(p <0,001) volumena PrL podregiona kod MD pacova u poredenju sa kontrolom. roCg1 i IL nisu pokazali
znacajne promjene volumena nakon MD. ¢) U CAl, CA3 i DG podregionima hipokampusa nisu pronadene
znacajne promjene u volumenu kod MD pacova. Volumen regiona je izrazen u mm?®. Box plot grafikoni
prikazuju podatke za volumen mMPFK i hipokampusa, sa linijjama koje obuhvataju vrijednosti
interkvartalnog opsega uvecane za 1,5. Kalibracione oznake a, ¢) odgovaraju duzini od 2 mm.
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5. Diskusija

Rezultati ove doktorske disertacije otkrivaju ulogu TnC u strukturnoj plasti¢nosti
hipokampusa, i pokazuju regionalnu zavisnost ove funkcije TnC. Demonstrirana je potencijalna
uloga PNM u stabilizaciji inhibitornih sinapsi dentatnog girusa miseva divljeg soja u uslovima
povisene plasti¢nosti, buduci da njihovo gajenje u OS dovodi do poveéanja inteziteta WFA signala
i gustine inhibitornih zavrSetaka. Efekat OS na ekspresiju PNM i njen uticaj na sinaptogenezu bi
mogao biti posredovan tenascinom-C, s obzirom da promjene u intenzitetu WFA signala nisu
zapazene kod TnC” miseva. Sljedece je pokazano da TnC odrzava ultrastrukturu PNM u DG, i da
sa smanjenjem kondenzacije PNM kod TnC” misa, ujedno dolazi i do povecanja gustine
inhibitornih i smanjenja inteziteta ekscitatornih sinapti¢kih zavrSetaka. Takvo opsezno sinapti¢ko
remodelovanje ukazuje na vaznost TnC u regulaciji sinapticke plasti¢nosti DG, kroz regulaciju
stanja PNM. Medutim, izlaganjem Zivotinja OS, moguce je obnoviti ultrastrukturu PNM i
sinapti¢ku ekspresiju kod TnC”" miseva, poveéanjem smanjenog broja ¢vorova u PNM, gustine i
inteziteta ekscitatornih VGlutl zavrSetaka. Pored DG, najistaknutije promene u ekspresiji PNM i
sinaptickih markera su zabiljeZzene u CA2 podregionu. TnC reguliSe broj PNM 1 ekspresiju
inhibitornih zavrSetaka u CA2, budu¢i da je u njegovom nedostatku broj PNM povisen, kao i
intezitet VGAT signala. Moguée je da sa povecanjem broja PNM kod TnC”" miseva dolazi i do
sinaptogeneze inhibitornih sinapsi na tijela neurona koji su obavijeni PNM u CAZ2 regionu. Kao i
u DG, kod miseva divljeg soja zabilljezeno je povecanje gustine VGAT zavrSetaka nakon gajenja
u OS, §to ukazuje na efekat poviSene plasti¢nosti na strukturnu plasti¢nost hipokampusa. 1zostanak
promjena u ekspresiji PNM, PV+ interneurona i sinaptickih zavrSetaka u CA1 regionu ukazuje da
se uloga TnC u hipokampusu manifestuje isklju¢ivo u odredenim podregionima.

Ova studija je takode ispitala uticaj materinske deprivacije na strukturnu plasti¢nost
prefrontalne kore mozga i hipokampusa. Pokazali smo da su promjene u gustini i intezitetu PNM
okolo PV+neurona, ekspresiji inhibitornih sinapsi i zapremini specifi¢ne za prefrontalnu koru, bez
uticaja na hipokampus. Analizom podregiona mPFK je otkriveno da ova vrsta stresa u ranom
zivotnom dobu smanjuje gustinu PNM okolo PV+ neurona u rostralnoj cingulatnoj kori. Takode,
u prelimbickoj kori, MD dovodi do smanjenja inteziteta PNM koje obavijaju PV+ neurone, kao 1
do smanjenja volumena ovog podregiona. MD je najvise promjena prouzrokovala u infralimbickoj
kori, u kojoj je doSlo do smanjenja gustine i inteziteta PNM okolo PV+ neurona, dok je
istovremeno intezitet inhibitornih zavrSetaka koje se projektuju na ove neurone bio poviSen,
ukazujuci na poremecaj sinapticke ekspresije usljed promjena u ekspresiji PNM.
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5.1. Uloga TnC i obogacene sredine u strukturnoj plasti¢nosti DG

Poznato je da stimulacija obogacenom sredinom dovodi do mnostva plasticnih
modifikacija u mozgu adulta, kao Sto su promjene u sinaptickoj ekspresiji i PNM
(Nithianantharajah and Hannan, 2006; Trévia et al., 2011). Nasi rezultati pokazuju da gajenje
miSeva divljeg tipa u OS u trajanju od 8 sedmica vodi ka porastu inteziteta PNM 1 gustine
inhibitornih presinaptickih zavrSetaka koji se projektuju na ove neurone u DG. Ovakvi rezultati se
mogu objasniti stabiliziraju¢om ulogom PNM u povezivanju novih sinaptickih projekcija, Sto je
od posebnog znacaja u kreiranju dugotrajne memorije (Reichelt et al., 2019). Tako bi poveéana
sinteza komponenata PNM, koja je interpretirana kao porast inteziteta WFA signala, mogla da
omoguci stabilizaciju novonastalih inhibitornih sinapsi, budué¢i da promjene u morfoloskim
parametrima ekscitatornih sinapsi nisu pronadene. Istrazivanja sinaptogeneze nakon OS u
hipokampusu su skoro isklju¢ivo fokusirana na ispitivanje ekscitatornih sinapsi (Hosseiny et al.,
2015; Nithianantharajah and Hannan, 2006). Izuzetak je studija Stamenkovica i saradnika (2017),
koji su pokazali da miSevi divljeg soja, gajeni 8 sedmica u OS, imaju u cerebelumu smanjen
intezitet PNM 1 veli¢inu inhibitornih zavrSetaka, obiljezenim markerom inhibitornih sinapsi,
VGAT, kao i kalbindinom (Stamenkovic et al., 2017a). Budu¢i da su trajanje OS i geneticka
pozadina Zivotinja bile iste u predhodnoj i nasoj studiji, razlika u rezultatima ukazuje da PNM i
inhibitorne sinapse u malom mozgu potencijalno razli¢ito reaguju na OS u poredenju sa onima u
hipokampusu, §to je povezano sa razli¢itim funkcijama ovih struktura. U vi§im mozdanim
strukturama, poput vizuelne kore, zabiljezeno je da poveéanje broja PNM nakon 9 sedmica OS,
doprinosi oporavku od o$tecenja izazvanog mono-okularnom deprivacijom (Trévia et al., 2011).
Ovi rezultati impliciraju da intenzivna vizuelna i prostorna stimulacija, tokom OS, moze dovesti
do povecane sinteze komponenti PNM 1 na taj nacin stvoriti uslove za stabilizaciju novih sinapsi.
Osim na sinaptogenezu, obogacena sredina ima pozitivan uticaj na neurogenezu, koja se deSava u
subgranularnom sloju DG, gdje smo primjetili da je distribucija PNM najgusca (Praag et al., 2000).
Otkri¢e studije koju su sproveli Yamada i1 saradnici, 2018. godine, demonstrira da HSPG
(lektikani), glavne gradivne molekule PNM, imaju vaznu ulogu u neurogenezi u DG koja je
podstaknuta gajenjem Zivotinja u OS. Protokol OS je trajao 2 sedmice nakon ¢ega su utvrdili da je
sinteza lektikana povecana samo okolo novonastalih granularnih ¢éelija, i da HSPG, kao 1 PNM u
cjelosti, imaju vaznu ulogu u stvaranju potporne sredine i integracije novih neurona u postojeca
neuronska kola (Yamada et al., 2018). Sli¢no pomenutoj studiji, naSi rezultati su pokazali
povecanje inteziteta PNM nakon 8 sedmica OS kod miSeva koji su imali fiziolosku ekspresiju
TnC. Imunoreaktivnost tenascina-C je potvrdena u molekularnom sloju i hilusu DG, i efekat
povecanja inteziteta PNM nakon OS bi potencijalno mogao biti povezan sa ekspresijom TnC
(Ferhat et al., 1996a). Populacija PNM u DG, koja je imala znac¢ajno povecanje inteziteta nakon
OS, nije eksprimirala parvalbumin, stoga pretpostavljamo da ovdje PNM eksprimiraju druge
populacije interneurona u hipokampusu, kao $to su neuroni koji eksprimiraju holecistokinin,
kalretinin, vazoaktivni intestinalni peptid, somatostatin, relin, neuropeptid Y, ili kalretinin (Booker
and Vida, 2018).
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5.2. Osvrt na upotrebu mikroskopskih tehnika sa super rezolucijom

Struktura i funkcija PNM su se do pojave super-rezolucionih tehnika proucavale
upotrebom konfokalne mikroskopije i izolacijom tkiva u svrhu kvantifikacije GAG molekula
(Kwok et al., 2015). Nakon §to je otkriveno koje gradivne jedinice ulaze u sastav PNM, njihova
distribucija u mozgu je utvrdena tako Sto je mjeren intezitet fluorescentog signala komponenti
PNM (Briickner et al., 1993; Hértig et al., 1992; Seeger et al., 1994). Ve¢ od prvog opisa PNM
1898. godine u crtezima Kamila Goldzija, istiCe se jedistvena geometrija PNM, koju odlikuje sklop
od viSe poligonalnih jedinica, ve¢inom pentagona i1 heksagona (Celio et al., 1998). Prvu studiju
PNN geometrije su uradili Arnst i saradnici, 2016. godine u kojoj su ispitivali mikrostrukturu PNM
u somatosenzornoj kori glodara. Prikazali su da obiljezavanje WFA markerom odgovara
poligonalnim jedinicama PNM, koje su klasifikovane u dvije grupe, one koje imaju ravnomjernu
distribuciju WFA signala i onu koja tezi pravljenju uglova sa ve¢im intezitetom WFA signala
(Arnst et al., 2016). Zbog ogranicenja prostorne rezolucije, dalja detaljna analiza nije bila moguca,
medutim postavila je osnov za dalja ispitivanja ultrastrukture PNM.

Budu¢i da su dimenzije poligonalnih strukturnih jedinica PNM blizu ili ispod difrakcione
granice svjetlosne mikroskopije, efikasnija analiza je omogucéena tek primjenom super-rezolucione
mikroskopije. Dzyubenko i saradnici su 2018. godine, primjenili super-rezolucionu mikroskopiju
struktuirane iluminacije (SIM) koja je prvi put omogucila kvantitativnu analizu topologije PNM.
Eksperimentalni model koji su odabrali za prouc¢avanje topologije PNM je hipoperfuzija i fokalna
cerebralna ishemija u mozgu pacova. Studija je kombinovala 3D snimanje pomocu SIM-a sa
matematickom rekonstrukcijom 1 analizom PNN ¢vorova kao centara WFA signala (Dzyubenko
etal., 2018).

Super-rezoluciona mikroskopska tehnika koja koristi struktuiranu iluminaciju (SIM) nudi
nekoliko prednosti u odnosu na konfokalnu mikroskopiju prilikom istrazivanja perineuronskih
mreza, $to znac¢ajno unapreduje nase razumjevanje njihove strukture i funkcije. Osnovna prednost
je Sto SIM obezbjeduje vecu prostornu rezoluciju od 120 nm u lateralnom i1 300 nm u aksijalnom
pravcu, koliko smo postigli u naSem istrazivanju, u poredenju sa prostornom rezolucijom
konfokalne mikroskopije koja postize 400 nm u lateralnom 1 800 nm u aksijalnom pravcu. Ovo
povecanje u rezoluciji omogucava detaljno prikazivanje topografije PNM i geometrije slozenih
poligonalnih jedinica koje je ¢ine. Koriste¢i SIM mikroskopiju u istraZivanju plasti¢nih promjena
PNM u modelu TnC-/- miSeva, bilo je moguce detektovati suptilne promjene koje nisu uocene
konfokalnom mikroskopijom. Zbog toga, analizom konfokalnih slika PNM u hipokampusu TnC™
miSeva nisu prijavljene promjene u ekspresiji PNM, dok je kod iste grupe pronadena znacajna
redukcija broja ¢vorova (srediSta intenziteta WFA) u PNM. Vecu prostornu rezoluciju SIM
mikroskopije omoguéava snimanje sa pomjeraju¢im obrascima osvjetljenja kojoj slijedi
rekonstrukcija slika upotrebom Furijeove transformacije. Rekonstruisane slike PNM su visoke
rezolucije i moguce ih je analizirati naprednim programima poput IMARIS-a koji ima opciju za
kvantifikaciju cijele strukture lokaliziraju¢i njene najmanje sastavne dijelove, kao Sto su gore
opisana srediSta inteziteta WFA signala ili ¢vorovi PNM. Dok su informacije koje nam pruza
konfokalna mirkoskopija u istrazivanju PNM limitirane na broj PNM i intezitet piksela WFA
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signala, analizom slika dobijenih SIM tehnikom mozemo kvantifikovati stanje ultrastrukture
PNM, procavaju¢i prostornu organizaciju ¢vorova koji je ¢ine. Tako dobijamo ve¢i uvid u
kondenzovanost mreze i finu granuliranost, informacije koje ne bi bile moguce saznati u ovim
detaljima iz analize konfokalnih slika. Kao §to je pokazano u istrazivanju od Dzyubenko et al.,
(2018), cesto su promjene u PNM, usljed patoloskih stanja poput hipoperfuzije i ishemije,
diskretne i detektuju se upravo primjenom SIM mikroskopije kombinovanom sa naprednom
analizom dobijenih slika (Dzyubenko et al., 2018).

Od svog pojavljivanja prije vise od dvije decenije (Gustafsson, 2000), SIM je visestruko
napredovala kao tehnika snimanja, sa vise metoda za generisanje strukturnih obrazaca osjvetljenja
(Gao et al., 2012; Gustafsson et al., 2008; Kner et al., 2009), kao i za rekonstrukciju slika (Wen et
al., 2023; Zhang et al., 2023). U poredenju sa drugim super-rezolucionim tehnikama, brzina, visok
odnos signala i Suma, kao i nizak intezitet ekcitacijskog svjetla ¢ine SIM dobrim izborom za
snimanje razliCitih uzoraka u tri dimenzije (Paul et al., 2023). Jedna od novih metoda za
rekonstrukciju SIM slika je super-rezoluciona radijalna fluktuacija (Augmented Super-Resolution
Radial Fluctuations — aSRRF, eng.) kojom je moguce povecati rezoluciju na 50 nm u svim
pravcima, bez modifikacija postavke opti¢kog sistema (Zhang et al., 2023). Sljedece je razvijen
program za direktnu rekonstrukciju SIM slika (direct-SIM, eng.) usmjeren ka popravci Cestih
artefakta (Wen et al., 2023). Takode, dolazi do razvoja novih konfiguracija SIM sistema, poput
konstrukcije uspravnog SIM mikroskopa kojim je njegova upotreba proSirena na snimanja uporedo
sa manipulacijom uzorka (Wang et al., 2023). U toj studiji, Wang i saradnici (2023) su razvili
DeepSIM sistem u kojem su koristili adaptivhu optiku za korekciju svjetlosnih aberacija i
fokusiranje na daljinu, $to je smanjilo artefakte i omogucilo snimanje duboko u tkivu zivog uzorka.
Jedna od limitirajucih svojstava SIM mikrosopije je njena osjetljivost na svjetlosne aberacije koje
poticu od razli¢itog sastava tkiva (Wang et al., 2023). Zato su predhodno snimani uzorci morali
biti debljine do 10 um, zbog ¢ega smo 1 u nasoj studiji pristupili pazljivom sjeenju hipokampusa
TnC** i TnC” miseva do pomenute debljine tkiva. Medutim, ovo ogranienje u debljini uzorka za
posljedicu ima izostanak snimanja cjele strukture PNM, buduci da je njena veli¢ina oko 20-30 pum,
u zavisnosti od veli¢ine neurona koji obavija. KoriStenjem novih metoda poput DeepSIM, bice
moguce snimanje kompletne strukture PNM a time 1 njena detaljnija analiza.

Pored SIM mikroskopije za utvrdivanje ulstrastrukture PNM, super-rezolucionom
tehnikom stohasti¢ke opti¢ke rekonstrukcijske (Stochastic Optical Reconstruction Microscopy —
STORM, eng.) su kvantifikovane promjene u PNM na miSijem modelu Ret sindroma, razvojnog
neuroloskog poremecaja (Sigal et al., 2019). PNM na PV+ interneuronima u kori velikog mozga
su snimljene u 2D rezimu i od snimaka je napravljena 3D rekonstrukcija povrSine PNM koja je
omogucila detaljniju analizu njene topografije. Pokazali su da PNM sa ja¢im WFA signalom imaju
manje Supljina koje su uniformnije veli¢ine, i kroz koje prolaze dendriti ekscitatornih sinapsi,
projektujuci se na neuronsko tijelo PV interneurona (Sigal et al., 2019). Osim pomenutih tehnika
koje su ispitivale ultrastrukturu PNM snimajuc¢i fiksirano tkivo, razvijen je pristup obiljeZavanja 1
oslikavanja ECM u zivom tkivu koristeéi super-rezolucionu tehniku oslikavanja sjenom (Super-
resolution Shadow Imaging - SUSHI, eng.), koja je bazirana na 3D STED mikroskopiji (Stimulated
Emission Depletion - STED, eng.) (Tennesen et al., 2018). Ovom tehnikom je bilo moguce
obiljeziti cjelokupan ECM u mozdanom tkivu, stvarajuéi jak kontrast izmedu neobiljeZenih
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neurona, dendritskih trnova i ECM (Hrabetova et al., 2018; Teonnesen et al., 2018). SUSHI tehnika
je omogudéila detektovanje remodelovanja ECM izazvanog aktivno$¢u eksperimentalnog modela
(Tennesen et al., 2018).

Pomenuti tehnicki napreci u super-rezolucionoj mikroskopiji, sa posebnim naglaskom na
SIM omogucavaju sveobuhvatniju analizu PNM, otkrivajuéi njihovu ultrastrukturu na nivou
nanometarske skale §to je klju¢no za razumjevanje uloge ovih struktura u neuronalnoj plasti¢nosti.

5.3. Uloga TnC i obogacene sredine u ultrastrukturi PNM i
sinaptickoj ekspresiji DG

U naSem istrazivanju smo primjenili SIM mikroskopiju kako bi po prvi put istrazili
ultrastrukturu PNM u hipokampusu TnC-deficijentnih i TnC** miseva nakon gajenja u
standardnoj i obogacenoj sredini. Analizirajuéi topografiju PNM, identifikovali smo smanjen broj
&vorova u perineuronalnim mrezama u DG regionu, kod TnC”" miSeva gajenih u standardnoj
sredini. Ovakva promjena u finoj granulaciji PNM je potvrdila ulogu TnC u odrzavanju stanja
kondenzovanosti PNM. U analizi topografskih parametara je koriSten pristup Dzyubenka i
saradnika iz 2018. godine, koji su pokazali da PNM ne prelaze u stanje razgradnje tokom ishemije,
ve¢ da se mjenja obrazac medusobnog povezivanja ¢vorova koji ¢ine PNM. Tako bi PNM pri
blagoj hipoperfuziji i ishemiji mogle biti u specijalizovanom stanju disocijacije ¢vorova, sa
mogucénoscu vracanja u originalan sklop, Sto bi odrzalo ravnotezu izmedu plasti¢nosti 1 zaStite
funkcija u patoloskim slucajevima (Dzyubenko et al., 2018). Za razliku od invazivnosti ishemije
koja dovodi do reorganizacije ¢vorova u PNM, nasi rezultati pokazuju da nedostatak samog TnC
utie na ultrastrukturu PNM redukovanjem broja ¢vorova. Zajedno sa regulacijom kondenzacije
PNM, istice se vazna uloga TnC kao modulatora strukturne sinapticke plasti¢nosti u DG. Naime,
kod TnC” miseva smo ustanovili sinapti¢ko remodelovanje inhibitornih i ekscitatornih sinapsi, u
vidu povecanja gustine inhibitornih, a smanjenja inteziteta ekscitatornih zavrSetaka. Pomenuti
rezultati su u skladu sa ulogom PNM u ocuvanju sinapticke ekspresije, gdje se smatra da manje
kondenzovane PNM omogucavaju vise sinaptickih projekcija na tijelo neurona kojeg obavijaju
(Reichelt et al., 2019). Dakle, uloga TnC u odrzavanju stabilnosti neuronskih kola u DG se ogleda
u ocuvanju pravilne sinapticke ekspresije, Sto se ostvaruje odrZzavanjem kondenzovanog stanja
ultrastrukture PNM.

Interakcija TnC-deficijentnog misa sa OS je kao posljedicu imala promjene u PNM i
sinaptickoj ekspresiji u DG. OS je dovela do obnove broja ¢vorova u PNM, gustine i inteziteta
ekscitatornih zavrsetaka kod TnC”" miSeva. U ovom sludaju, primjeéuje se da OS moze imati
kompenzatorni efekat u uslovima deficijencije TnC, mogucom aktivacijom drugih mehanizama za
oCuvanje stanja PNM i sinapti¢ke ekspresije. Ovi rezultati potvrduju zavisnost dinami¢ne uloge
TnC od sredinskih faktora. U malom mozgu TnC” miSeva je prijavljen sli¢an efekat OS na
intezitet signala PNM, u vidu oporavka inteziteta fluorescencije koji je smanjen u SS, medutim
promjene u sinapti¢koj ekspresiji nisu pratile obrazac promjena koje smo demonstrirali u DG
(Stamenkovic et al., 2017a). Regenerativni uticaj OS na GABA-ergicki i glutamatergicki sistem

66



hipokampusa je potvrden kod miSeva koji su se oporavljali od cerebralne ishemije, pokazujuci da
gajenje u uslovima koji vode do povisene plasti¢nosti vodi oporavku visih mozdanih funkcija (Y.
Wang et al., 2020).

5.4. Uloga TnC u strukturnoj plasti¢cnost CA1-3 regiona

Analizom Cornu ammonis (CA) podregiona hipokampusa, utvrdili smo da TnC ima
kljucnu ulogu u oCuvanju ekspresije PNM i sinapticke plasticnosti u CA2 regionu, u kojem su
TnC” miSevi imali poveéan broj PNM i gustinu inhibitornih zavrietaka nakon gajenja u
standarnim uslovima. Istovremeno povecanje broja PNM i inhibitornih projekcija u CA2
podregionu moze oslikavati ulogu PNM u stabilizaciji novih sinapti¢kih veza (Reichelt et al.,
2019). Budué¢i da promjene u broju PNM kod TnC-deficijentnog misa potic¢u od neurona koji nisu
pozitivni na parvalbumin, pitanje je oko kojih neurona u CA2 podregionu je povisen broj PNM. U
poredenju sa drugim podregionima hipokampusa, potvrdili smo da se CA2 razlikuje po vecoj
gustini PNM (Carstens et al., 2016) i PV+ inhibitornih interneurona (Dominguez et al., 2019), kao
i da se odlikuje posebnom mofologijom PNM. Neuroni koje PNM obavijaju u CA2 podregionu su
pozitivni na ekscitatorni neuronalni marker PCP4 (Lensjo et al., 2017a) 1 imaju vaznu ulogu u
socijalnoj memoriji (Cope et al., 2022). Poremecaji u formiranju PNM, u vidu smanjenja procenta
neurona obuhvacenih PNM kao 1 veli¢inom PNM, su pronadeni kod primarnih hipokampusnih
neurona miSeva deficijentnih u ekspresiji ¢etiri molekule ECM: TnC, TnR, brevikana, i neurokana
(Geissler et al., 2013). Druga studija istog genetickog modela je pokazala da sazrijevanje PNM
znac¢ajno kasni u CA2 podregionu, s tim da dostize fizioloSku ekspresiju nakon 30-tog
postnatalnog dana i ostaje nepromjenjena u odraslom dobu (Gottschling et al., 2019). Suprotno
rezultatima pomenute studije, mi smo pokazali da dolazi do promjene u broju PNM u CA2 regionu
kod miSeva u odraslom dobu, §to moZe ukazivati na specifi¢an doprinos TnC u odrZzavanju PNM
u odraslom dobu.

CA podregioni hipokampusa nisu pokazali nikakve promjene u parametrima PNM kao
odgovor na OS. Carstens 1 saradnici su pokazali da rano gajenje miSeva u OS, koje pocinje od
neonatalnog peroda do 21. 1 45. postnatalnog dana, dovodi do povecanja inteziteta PNM u CA2
regionu (Carstens et al., 2016). Najvjerovatnije objasnjenje za nepodudaranje sa nasim rezultatima
je kasnije uvodenje i razlicito trajanje OS. IzloZenost OS moze imati uticaj na PNM u CA2
podregonu samo ako se desi prije zatvaranja vremenskog prozora plasti¢nosti (Travaglia et al.,
2018). U suprotnom, PNM ostaju nepromjenjene, dok je moguce da se efekat OS na sinapse
zadrzava dugotrajnije, u vidu povecanja gustine inhibitornh zavrSetaka u CA2 1 CA3
podregionima. Funkcija TnC kao regulatora sinaptickog integriteta u tim regionma bi mogla
postati izrazenija u uslovima povecane neuronske stimulacije u OS.

Prvo istrazivanje PNM u hipokampusu TnC-deficijentnog miSa su sproveli Evers i

.....
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U toj studiji nisu pronadene nikakve promjene u ekspresiji PNM u CA 1 regionu kod TnC”" miSeva
koji su bili stari 7 sedmica, medutim, pronadeni su deficiti u sinaptickoj plasti¢nosti, u vidu
poremeéaja LTP kod TnC™. U nagem istraZivanju smo koristili Zivotinje koje poti¢u od TnC”"
modela iz studije Evers et al., (2002), i nasa otkric¢a su potvrdila nedostatak promjena u ekspresiji
PNM u CAI regiji kod miSeva starih 11 sedmica, s tim da razlike u strukturnoj sinaptickoj
plasti¢nosti nismo pronasli. Mogu¢i razlog tome je Sto su miSevi starosti 7 sedmice blizi prozoru
plasticnosti 1 da se zadrzavaju odredene forme sinapticke plasti¢nosti. Osim toga, broj PV+
neurona nije promjenjen kod TnC™" miseva u CA1 regionu, §to se slaZe sa rezultatima u Gurevicius
et al., 2009, i ukazuje na to da TnC nema ulogu u ekspresiji PV+ interneurona. Smanjena gustina
PV+ neurona i odnos ekscitatornih prema inhibitornim neuronima su pronadeni u senzornoj kori
TnC”" miSeva, ukazujuéi na vaznost TnC za normalan kortikalni razvoj (Irintchev et al., 2005).
Nedostatak efekta TnC u CAl podregionu je moguéi odraz odsustva uloge ovog molekula u
asocijativnoj memoriji i prostornoj navigaciji, primarnim funkcijama CA1 podregiona. Ova
pretpostavka je podrzana prethodnom studijom koja je pokazala da prostorno ucenje i memorija
nisu bili promijenjeni kod TnC”" miseva (Evers et al., 2002).

Mijerenje VGlutl parametara se pokazalo kao izazov u CAL podregionu, jer je visoka

ekspresija ovog proteina u slojevima stratum oriens i stratum radiatum, a niska u stratum
pyramidale, dovela do visokog pozadinskog signala i otezala kvantifikaciju morfoloskih
parametara ekscitatornih sinapsi. Takode, distribucija PNM varira u razliitim slojevima
hipokampusa, i one se vecinski nalaze u piramidalnom sloju CA1 regiona, gdje je ekspresija
VGlutl niska. CA3 regija je najmanje istrazena hipokampusna regija u TnC-deficijentnom
modelu, bez prethodnih podataka o ekspresiji PNM, i bez pronadenih promjena u njihovoj
ekspresiji u nasoj studiji.
Nasi rezultati sugeriSu da u uslovima deficijencije TnC 1 stimuliraju¢e okoline, promjene
plasti¢nosti mogu nastati s razli¢itim manifestacijama u razli¢itim podregionima dorzalnog
hipokampusa. Vazno je napomenuti da su promjene u sinaptickoj ekspresiji pod razliitim
genetskim i okolinskim uslovima uglavnom bile u skladu s promjenama u ekspresiji PNM. TnC bi
mogao biti specifiéno uklju¢en u modulaciju strukturne 1 sinapticke plasticnosti unutar
funkcionalnih mreza u DG 1 CA2 podregionima, koji su odgovorne za odvajanje obrazaca i
socijalnu memoriju, a bez uticaja na primarne funkcije CA1 i CA3 podregiona.
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5.5. Uticaj MD na PNM u prefrontalnoj kori pacova

Postnatalni razvoj prefrontalne kore se nastavlja kroz neonatalni period, djetinjstvo i
adolescenciju jedinke, jer je u poredenju sa drugim kortikalnim regionima okarakterisan ve¢im
intezitetom modulacije sinaptogeneze uz uklanjanje neintegrisanih sinapsi (Elston et al., 2009).
Zbog toga, neuroni u mPFK su posebno osjetljivi na stres, ne samo u ranom zivotnom dobu, ve¢
i u adolescenciji (Arnsten, 2009; Koseki et al., 2009; Teicher et al., 2016). Kada rani traumatski
dogadaj poput odvajanja od majke, poremeti normalni fizioloski razvoj mPFK tokom odrastanja i
formiranja, to moze dovesti do poremecaju u PNM koje obavijaju PV neurone, vazne za pravilno
funkcionisanje prefrontalne kore.

Nasa studija prikazuje da jednokratna materinska deprivacija u trajanju od 24h za PNDO,
dugotrajno uti¢e na gustinu i intezitet PNM, ekspresiju inhibitornih zavrSetaka i zapreminu
razli¢itih podregiona medijalne prefrontalne kore, ali bez uticaja na pomenute parametre u
hipokampusu. Izlaganje MD je dovelo do smanjenja gustine ukupnih PNM u IL i roCgl, §to je u
skladu sa rezultatima studije Gildawie et al., iz 2020. godine, gdje su muzjaci i zenke imali
smanjenje gustine PNM u IL nakon MD od 4h na dan u periodu PND2-20. Suprotno nasim
rezultatima, u kojima nisu pronadene promjene u gustini PNM u PrL podregionu, pomenuta studija
je pokazala smanjenje gustine PNM u tom regionu kod pacova oba pola koji su bili izlozeni MD
(Gildawie et al., 2020). Takode, gustina PNN+/PV+ neurona je smanjena u IL kod odraslih zenki
pacova, dok su nasi rezultati pokazali smanjenje gustine ovih neurona u IL 1 roCg1 mladih odraslih
muzjaka (Gildawie et al., 2020). Koris¢enjem drugacijeg protokola MD, nedavna studija je
pokazala da odvajanje od majke u trajanju od 3h na dan od PND2-14, nije imalo uticaja na broj
PV+ ¢elija 1 bro) PNM u PrL 1 IL regionima prelimbicke kore (Richardson et al., 2021). U nasem
istrazivanju smo potvrdili smanjenje intenziteta perineuralnih mreza oko PV+ neurona nakon MD,
u PrL 1 IL. Ove promjene su u skladu sa radom Ueno et al., 2018., gdje je 50 dana fizi¢kog 1
socijalnog stresa, od PND21-71, dovelo do smanjenja inteziteta WFA signala u PrL i IL kori.

Smanjenje gustine PNM uroCgl i IL, i smanjenje intenziteta PNM u PrL i IL, moze ukazati
na razli¢itu osjetljivost regiona mPFK na izloZenost MD. Uzrok smanjenja gustine ili inteziteta
PNM moze biti povezan sa povecanjem aktivnosti proteolitickih enzima, poput MMP-9, koji
razgraduju komponente PNM (Stamenkovic et al., 2017a). Tako bi potpuni gubitak PNM, mjeren
kroz smanjenje gustine, ukazivao na visok nivo aktivnosti proteolitickih enzima, dok smanjenje
inteziteta PNM moze znaciti da je proteoliticka degradacija PNM na nizem nivou. Eksperimentalni
protokoli iz naSih 1 gorepomenutih studija MD su se razlikovali u tipu, periodu i trajanju stresa, ali
imajudi u vidu da je ekspresija PNM zavisna od iskustva Zivotinja, izloZenost bilo kojim stresnim
uslovima moZe dovesti do posljedicnog smanjenja gustine i intenziteta WFA signala. Sa druge
strane, razli€iti protokoli materinske deprivacije i polno-specifi¢ni odgovor na stres, mogu dovesti
do razlika u pogodenim populacijama neurona okruzenim PNM. Pretpostavljamo da takve razlike
mogu biti uzrokovane razli¢itim protokolima odvajanja od majke koriS¢enim u studijama, gdje
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smo Koristili 24-¢asovnu MD na PND9 u odnosu na dugotrajni protokol MD na 4 h od PND2-20
(Gildawie et al., 2020).

Primjenom istog protokola ranog traumatskog iskustva kao u prethodnim studijama (Aksic
et al., 2021; Poleksic et al., 2021) potvrdili smo odsustvo promena u gustini PV+ ¢elija nakon MD
u IL. Medutim, iznenadujué¢i rezultat je Sto nisu otkrivene znaCajne promene u gustini PV
interneurona u roCgl i PrL nakon MD. Ovakve razlike u odnosu na prethodne nalaze se mogu
djelimi¢no objasniti razli¢itim pristupom analizi. Naime, iako je koriS¢en isti MD protokol,
Poleksic et al., 2021., su radili odvojenu analizu povrsinskih i dubokih slojeva prefrontalne kore,
dok su u ovoj studiji duboki i povrsinski slojevi analizirani zajedno. U drugim studijama gdje nisu
sprovedeni protokoli ranog traumatskog iskustva, otkriveno je da intenzitet PV signala zavisi od
toga da li taj interneuron eksprimira PNM, i da ima pozitivnu korelaciju sa intenzitetom WFA
signala u PrL regionu (Carceller et al., 2020).

5.6. Uticaj MD na PNM u hipokampusu pacova

PV+ ili PV- inhibitorne interneurone u hipokampusu pacova nakon MD. U skladu sa tim
rezultatom, protokol fizickog i socijalnog stresa u adolescenciji nije izazvao promjene u gustini
PNM i procentu PNM+PV+ €elija u bilo kojem od hipokampusnih podregiona (Ueno et al., 2018).
Jedina znacajna razlika u toj studiji je bila smanjenje inteziteta WFA signala u CA1 regionu pacova
koji su pretrpjeli rano traumatsko iskustvo. Dalje, hroni¢ni protokol MD u vidu odvajanja u
trajanju od 4-8 sati svaki dan u periodu PND2-16, je pokazao povecanje inteziteta WFA signala u
DG ventralnog hipokampusa bez promjena u gustini PNM (Murthy et al., 2019). S obzirom da se
funkcije dorzalnog i ventralnog hipokampusa razlikuju i da je ventralni hipokampus povezan sa
kontrolom emocionalnih odgovora u regulaciji stresa, nije iznenadujuce §to MD utiCe na ventralni
a ne dorzalni hipokampus (Fanselow and Dong, 2010).

5.7. Uticaj MD na volumen prefrontalne kore i hipokampusa pacova

Materinska deprivacija je uzrokovala smanjenje volumena PrL regiona, Sto je u skladu sa
rezultatima Sarabdjitsingh et al., (2017), gdje je 24-¢asovna MD u PND3 dovela do smanjenja
volumena mPFK pacova, izmjereno koristeci oslikavanje magnetnom rezonancijom. Nasi rezultati
poredenja volumena hipokampusa kontrolnih i MD Zivotinja su u suprotnosti sa nalazima Aksica
et al., (2013), gde je opisano smanjenje zapremine hipokampusa nakon 24 h MD za PNDO9.
Medutim, promjene u zapremini PrL nakon MD, koje smo pronasli nisu uticale na gustinu PNM i
PV+ neurona. Sto se ti¢e drugih neokortikalnih podruéja, MD je uzrokovala smanjenje zapremine
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retrosplenijalne kore (Aksi¢ et al., 2013), smanjenje dekarboksilaze glutaminske kiseline u
temporalnoj kori (Janetsian-Fritz et al., 2018) i promene u purinergi¢kim receptorima u insularnoj
kori velikog mozga (Zhang et al., 2018). Ove studije ukazuju da posmatrane promjene nisu
ograni¢ene na mPFK, ve¢ da MD uti¢e na mozdana podrucja uklju¢ena u pamcenje, obradu slusnih
informacija i percepciju bola.

5.8. Uticaj MD na sinapticku plasticnost mPFK

Promjene u PNM su se odrazile na inhibitorni balans u mPFK, gdje smo pronasli znacajno
povecanje VGAT sinaptickih zavrSetaka koji se projektuju na PNM-+PV+ interneurone u
infralimbickoj kori kod MD pacova. Istrazivanje efekta hroni¢nog stresa na IL podregion mPFK
su sproveli McKlveen et al., (2016) koriste¢i patch clamp tehniku na piramidalnim neuronima.
Pokazali su da 14 dana hroni¢nog promenljivog stresa u odrasloj dobi dovodi do povecanja
perisomatskog oslobadanja GABA (McKlveen et al., 2016). Povecanje gustine VGAT zavrSetaka
je takode otkriveno u IL muzjaka i Zenki miSeva nakon 15 dana stresa prije adolescencije (Bueno-
Fernandez et al., 2021). Zatim, Lensjo i saradnici su pokazali povecanje postsinaptickih
inhibitornih zavrSetaka nakon enzimatskog uklanjanja PNM u primarnom vizualnom korteksu
(Lensjg et al., 2017). lako se opisani protokoli stresnog iskustva razlikuju od modela ranog
zivotnog stresa, povecanje inhibitornih zavrSetaka moze sugerisati opSti mehanizam
hiperaktivnosti mPFK i drugih moZdanih podrucija. Ukoliko se inhibira aktivnost inhibitornih
interneurona onda oni ne luce neurotransmitere koji inhibiraju ekscitatorne neurone i dolazi do
hiperaktivnosti kao odgovora na traumatska iskustva i uklanjanje PNM. U studiji gdje nije bilo
stresnog iskustva, injektiranje hondroitinaze ABC koja razgraduje PNM u mPFK, nije dovelo do
promjena u VGAT perisomatskim punktovima na PNN+/PV+ ¢elijama (Carceller et al., 2020).

Pokazali smo da uvodenjem 24 h MD, dolazi do smanjenja intenziteta 1 gustine PNM, a
povecanja VGAT inteziteta sinapsi projektovanih na PNN+/PV+ ¢Celije u IL mPFC. Takvi nalazi
ukazuju da u uslovima materinske deprivacije, ukoliko se PNM razgrade i viSe ne kontroliSu i
stabilizuju inhibitorne projekcije na PV+ ¢elije, povecanje inhibicije moze dovesti do pomjeranja
balansa ekscitacije/inhibicije.

5.9. Interakcija PNM i sinapsi u modelu ranog traumatskog iskustva

Medijalna prefrontalna kora ima klju¢nu ulogu u regulaciji straha i kognitivne fleksibilnosti
(Nett and LaLumiere, 2021), procesa za koje je prethodno prijavljeno da su izmjenjeni ranim
traumatskim iskustvom (Baudin et al., 2012; Stamatakis et al., 2016). Zanimljivo je da reverzno
ucenje 1 promjena paznje, dva glavna aspekta kognitivne fleksibilnosti, nisu bila promenjena
enzimatskom degradacijom PNM u mPFK odraslih pacova (Paylor et al., 2018). Odsustvo
kognitivne nefleksibilnosti moze se objasniti sazrijevanjem neuronskih kola u mPFK kod odraslih
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pacova. Medutim, u nasoj studiji, stresni dogadaj se desio tokom ranog postnatalnog perioda, kada
se mPFK intezivno razvija i podloznija je efektima ranog traumatskog iskustva (Kolb et al., 2012).
Iako razli¢iti modeli stresa u ranom uzrastu mogu dovesti do nekonzistentnih rezultata, istrazivanja
jasno prikazuju da je razvoj PNM koje eksprimiraju PV+ interneuroni u mPFK pogoden
neonatalnim i adolescentskim stresom (Gildawie et al., 2020; Ueno et al., 2018). Takve razvojne
promjene mogu imati dugotrajne posljedice na neuronska kola u koja su ukljuc¢eni PV inhibitorni
interneuroni, rezultirajuéi poremecajem u balansu ekscitacije i inhibicije (McKlveen et al., 2019).
Za opisivanje ovakvih procesa, Spijker i saradnici (2020) su predloZili model promjena u ECM
nakon izlozenosti stresnim dogadajima u ranom zivotnom dobu. Tako bi fizioloska ekspresija
PNM 1 PV koja osigurava optimalnu sinapticku povezanost ukoliko je poremecena akutnim
stresnim dogadajem, dovela do povecane sinapticke povezanosti, mogu¢im smanjenjem ekspresije
PNM (Spijker et al., 2020). Dalje bi smanjen intezitet ili gustina PNM u mPFK sa poviSenom
inhibicijom, kao §to je pronadeno u nasoj studiji, odrazavao akutnu fazu stresnog odgovora gdje
sinapse nisu stabilizovane perineuronskim mrezama. U odrasloj dobi, nakon $to je balans E/I
naru$en uslijed ranog traumatskog iskustva, dalja razgradnja molekula ECM bi mogla smanjiti
ekscitatorne projekcije na PV+ interneurone, $to bi dovelo do smanjenog lucenja GABA
neurotransmitera, ¢ime se smanjuje ukupna inhibicija u neuronskim kolima (Riga et al., 2017;
Spijker et al., 2020). Rano traumatsko iskustvo, kao §to je odvajanje od majke u neonatalnom
periodu, moze da utice na krivu razvoja PNM u mPFK odraslih Zivotinja, tako §to smanjuje broj 1
intezitet PNM sprecavajuéi stabilizaciju sinapsi koje se projektuju na PV+ interneurone (Sultana
et al., 2021). Predlozeni mehanizam podrzavaju i1 recentni rezultati povecanog omjera
plasti¢nosti/stabilnosti, sa prijavljenim poviSenjem ekspresije BNDF u mPFK neonatalnih i mladih
odraslih pacova nakon MD (Poleksic et al., 2021). Predhodno je pokazano da u prefrontalnoj kori
miSeva, PV+ interneuroni koji su obavijeni PNM imaju vecu ekspresiju parvalbumina, VGAT i
VGlutl sinaptickih markera, kao i duze aksonske segmente u poredenju sa PV+ interneuronima
koji nemaju PNM (Carceller et al., 2020). Ovi rezultati isticu ulogu PNM u regulaciji sinapsi koje
se projektuju na tijela PV+ neurona, ¢ime doprinose sinhronizaciji kortikalnih kola u mPFK. Nasi
rezultati podrzavaju ovo glediste isticanjem da promjene u PNM intenzitetu poti¢u od promjena
PNM specifi¢no oko PV+ interneurona, i sugeriSu vaznost PNM+PV+ ¢elija u regulaciji neuronske
aktivnosti u mPFK nakon ranog traumatskog iskustva. S obzirom da glavnu ulogu u regulaciji
neuroendokrinog stresa u mPFK ima njegov infralimbicki dio (Radley et al., 2006), naglaSavamo
znacaj PNN+/PV+ Celija u IL, gde je u poredenju sa drugim regijama mPFK ispitanim u ovoj
studiji, IL pokazao najistaknutije i najdosljednije promjene nakon MD.

72



6. Zakljucci

Na osnovu rezultata prikazanih u ovoj studiji mogu se izvesti sledec¢i zakljucci:

1. Obogacena sredina u trajanju od 8 sedmica pokrece strukurnu plasti¢nost u dentatnom girusu
kod miSeva divljeg soja tako S§to povecava kompaktnost perineuronskih mreza i gustinu
inhibitornih zavrsetaka.

2. Tenascin-C regulise plasti¢nost inhibitornih i ekscitatornih sinapsi u dentatnom girusu
odrzavajuci ultrastrukturu perineuronskih mreza, s tim da obogacena sredina moze da kompenzuje
promjene u njihovoj ultrastrukturi kao i organizaciji ekscitatornih sinapsi koje su izazvane
nedostatkom tenascina-C.

3. Mikroskopija strukturirane iluminacije je kao klju¢na super-rezoluciona tehnika, omogucila
detaljnu analizu ultrastrukture perineuronskih mreza na nanometarskoj skali, ¢ime je znacajno
unaprijedila razumjevanje njihove uloge u neuronalnoj plasti¢nosti.

4. Tenascin-C vrsi regulaciju broja perineuronskih mreza i ekspresije inhibitornih zavrSetaka
u CA2 regionu hipokampusa, jer u odsustvu TnC dolazi do povecanja njihovog broja i gustine
inhibitornih sinapsi.

5. Tenascin-C ne uti¢e na ekspresiju perineuronskih mreza u CA3 i CA1 regionu, i na promjene
u organizaciji sinaptickih zavrSetaka CA1 regiona.

6. Materinska deprivacija negativno uti¢e na ekspresiju perineuronskih mreza oko
parvalbuminskih interneurona u medijalnoj prefrontalnoj kori, tako S$to smanjuje gustinu
perineuronskih mreZa u rostralnoj cingulatnoj kori, i intezitet perineuronskih mreza u prelimbickoj
kori, kao i zapreminu tog regiona.

7. Infralimbicka kora je region medijalne prefrontalne kore koji je najpodlozniji dugotrajnim
efektima materinske deprivacije, koja je dovela do smanjenja gustine i inteziteta perineuronskih
mreza uz povecanje inhibitornih zavrSetaka, Sto jasno ukazuje na ulogu ovih struktura kao
regulatora sinapticke ravnoteze parvalbuminskih interneurona.
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HayKa, Kao IITO Cy UME | MPe3uMe, TOJANHA U MECTO pol)era U 1aTym oadpaHe pajaa.

OBH ITUYHU MOAALM MOTY ce 00jaBUTH Ha MPEXXHUM CTpaHMIlaMa TUTUTaIHe Oubinoreke, y
eJIEKTPOHCKOM KaTaJIory U y myOsnkanujama Y HuBep3uteTa y beorpany.

IHornuc ayropa

VY beorpany,




H3jaa o kopumhemwy

Opnamhyjem VYHuBep3uTeTcKy OuoOmuoreky ,,CBero3ap Mapkosuh na y Jlururamsu
perno3uToprjymM YHuBep3uTeTa y beorpaay yHece Mojy JOKTOPCKY JMCEPTAIIN]y O] HACIOBOM:

Vnora monekyna TeHaciuHa-11e y CTDVKTVDHOi INJIaCTUYHOCTH XHMITOKAMITyCa

KOja je MOje ayTOPCKO JEO.

Jlucepranyjy ca CBUM IPHJIO3UMa Ipeaaa caM y eIEKTPOHCKOM (hopMary MOTOJHOM 3a TPajHO
apXUBHPAIbE.

Mojy IOKTOpPCKY AMCEpTalHjy MoxpameHy y JururamHoMm peno3uTopujymMy YHUBEp3UTETa Y
beorpany u IOCTYyNHY y OTBOPEHOM IPHUCTYIy MOTY Jia KOPHCTE CBU KOjU MOIITYjy OJApenoe
caap:kane y onabpanom tuny nuuenie Kpearusne 3ajennuie (Creative Commons) 3a K0jy cam ce
OJUTyYHIIA.

1. Ayropctso (CC BY)
2. AyropctBo — Hekomepimjainao (CC BY-NC)
@AyTOpCTBO — "HekoMmepuujainao — 6e3 mpepana (CC BY-NC-ND)
4. AyTopcTBO — HEKOMEpIHMjaHO — aeautu moja uctum yeiaosuma (CC BY-NC-SA)
5. AyropctBo — 6e3 npepaia (CC BY-ND)
6. AytopcTBo — aenuti noa uctum ycrnosuma (CC BY-SA)

(Monumo n1a 3a0Kpy>KHMTE camo jeHy oA 1iecT nonyhenux nuuenuu. Kparak onuc iuueHuu je
CacTaBHHU JIEO OBE M3]aBe).

IHornuc ayropa

VY Bbeorpany,




1. AyropcrBo. J[03BoJbaBaTe yMHOXKABAHE, TUCTPUOYIIN]Y U jJABHO CAOIIITABAKE JENa, U
npepajie, ako ce HaBeJie UMe ayTopa Ha HauuH oJjpel)eH of] cTpaHe ayTopa WM JaBaola
JUIEHIIE, YaK ¥ Yy KomepuujanHe cepxe. OBo je Hajco00 HMja 01 CBUX JIUIICHITH.

2. AyTOpCTBO — HeKOMepuHjaaHo. Jl03BosbaBaTe yMHOKaBamkhe, TUCTPUOYIIN]Y U JaBHO
caomIuTaBame Jiefia, U Ipepaje, ako ce HaBelle MMe ayTopa Ha HauuH oApeheH ox cTtpaHe
ayTopa WM JaBaona jgurenne. OBa JIMIeHIa He 103B0JbaBa KOMEPIHjaliHy yrnoTpeOy aena.
3. AyTopcTBO — HEKOMepUHUjaaHo — 0e3 npepaaa. J[03BosbaBaTe yMHOKABAKE,
IMCTpUOYIINjy U jaBHO CaONIITaBamkbe Jeia, 0e3 MpOMeHa, MPeoOINKOBamba UK YIIoTpede
JieNia y CBOM JIely, aKO CE HaBeJie MME ayTopa Ha HauuH oJpel)eH of] cTpaHe ayTopa Win
nasaoria auieHie. OBa JIMIEHIIa He T03B0JbaBa KOMEPIHjalTHy ynoTpely nena. Y ogHocy Ha
CBE OCTaJie JIMIICHIIE, OBOM JIMIICHIIOM CE OrpaHn4aBa Hajehu oOuM npaBa kopurthema
nena.

4. AyTOpPCTBO — HEKOMEPUHUjaJIHO — IeJIUTH M0 HCTHM yCJI0BUMA. J[03BoJbaBaTe
YMHO)XaBame, TUCTPUOYIIH]Y U jJaBHO CAOIIIITABALE JIENIa, U MIPepajie, ako Ce HaBe/Ie UMe
ayTopa Ha HauuH ojipel)eH o/ cTpaHe ayTopa WM JlaBaolia JIMIEHIIE U aKo ce mpepaja
aUcTpuOyrpa MoJi UICTOM MM CIIMYHOM JIMIeHIIoM. OBa JIMIEHIIa He 103B0JbaBa
KOMEpIIHjaJIHy YyIoTpeOy Aena u mpepaja.

5. AyropcTBo — 0e3 npepana. Jlo3BoJjpaBaTe yMHOXKaBamkhEe, JUCTPUOYIIN]Y U JaBHO
caorIiTaBame jiesia, 6e3 mpoMeHa, NpeodIMKoBamka WK yIoTpeOe Jelia y CBOM JIely, aKo Ce
HaBeJle M€ ayTopa Ha HauuH ojjpel)eH of] cTpaHe ayTopa Win AaBaona jguueHne. OBa
JIUIICHIIA JT03BOJbaBa KOMEPIIHjATHY yIIOTpeOy aena.

6. AyTOopcTBO — 1€ IUTH MO MCTUM YcJ10BHMA. J[03BOJbaBaTe yMHOXKaBambe, JUCTPUOYIH]Y
Y jaBHO CaoTIITaBame Jelia, U Ipepajie, ako ce HaBele Me ayTopa Ha HauuH ofpeleH ox
CTpaHe ayTopa WJIH J1aBaolia JIMIEHIIE U aKo ce Mpepajia IMCTpuOyHpa Mo UCTOM WIIN
cimaHOM JuteHiioM. OBa JTUIICHIIA 103B0JhaBa KOMEPIIHjalTHy yIoTpeOy nena u npepaja.

CJ'II/ILIHajC CO(I)TBCpCKI/IM JIMIEHIIaMa, OAHOCHO JIMIICHIIaMa OTBOPCHOT KOJa.



