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Znacaj parvalbuminskih interneurona i sinapti¢ke reorganizacije hipokampusa i retikulo-
talamickog jedra u eksperimentalnim modelima Parkinsonove bolesti

SAZETAK

Parkinsonova bolest (PB) predstavlja progresivnu multisistemsku neurodegenerativnu bolest koja,
pored motorickih, obuhvata i brojne nemotoricke simptome, medu kojima se posebno izdvajaju
poremecaji spavanja i kognitivnih funkcija. Prisustvo nemotori¢kih simptoma ve¢ u prodromalnoj
fazi bolesti ukazuje na slozene 1 joS uvek nerazjasnjene mehanizme rane neurodegeneracije, nevezano
od degeneracije dopaminergi¢kog sistema. U cilju boljeg razumevanja multisistemskog karaktera
bolesti, posebno uloge GABA-ergi¢kog neurotransmiterskog sistema, kao i vremenske dinamike
ranih patofizioloskih procesa, ova doktorska disertacija imala je za predmet da ispita celijske
(parvalbuminski (PV+) interneuroni) i sinapticke (MAP2 i PSD-95 proteini) izmene u razli¢itim
eksperimentalnim modelima PB za vreme prodromalnih poremecaja spavanja i memorijskih funkcija.
Istrazivanje je sprovedeno na muzjacima pacova Wistar soja u kojima su selektivnim lezijama
dopaminergickog i/ili holinergickog sistema indukovane razli¢ite neuropatologije PB (holinopatija
PB, hemiparkinsonizam i hemiparkinsonizam sa holinopatijom PB). Analiza spavanja obuhvatila je
procenu arhitekture i EEG mikrostrukture spavanja, kao i dinamike vretena spavanja. Memorijske
funkcije su procenjene testovima prostorne habituacije i prepoznavanja novog objekta. Promene u
broju PV+ interneurona i ekspresiji sinaptickih markera MAP2 i PSD-95 u hipokampusu i retikulo-
talamickom (RT) jedru analizirane su imunohistohemijskim metodama na pocetku indukovane
neuropatologije i tokom njene progresije. Poremecaji spavanja i memorijskih funkcija kao rane
nemotori¢ke manifestacije su prisutne u svim eksperimentalnim modelima PB na pocetku indukovane
neurodegeneracije. U modelu holinopatije PB ove poremecaje paralelno prate dugotrajna
destabilizacija sinapsi (smanjenje ekspresije MAP2 proteina) u hipokampusu i smanjena ekscitacija
(smanjenje ekspresije PSD-95 proteina) u RT jedru, a tokom dalje progresije neuropatologije i
povecéanje broja PV+ interneurona hipokampusa. U modelu hemiparkinsonizma sa holinopatijom PB
hroni¢no pojac¢anu ekscitaciju (povecana ekspresija PSD-95 proteina) u hipokampusu i RT jedru
tokom progresije neuropatologije prati smanjenje broja PV+ interneurona i pojac¢ana ekspresija
MAP?2 u obe strukture. Nasuprot tome, u modelu hemiparkinsonizma nije bilo izmena na ¢elijskom 1
sinaptickom nivou. Dobijeni rezultati ukazuju da sinapticka reorganizacija predstavlja primarnu
posledicu neurodegenerativnih i funkcionalnih izmena u eksperimentalnim modelima PB, dok se
izmena broja PV+ interneurona javlja sekundarno kao odgovor na sinapticku reorganizaciju ili na
prodromalne poremecaje spavanja tokom dalje progresije neuropatologije.

Kljuéne re¢i: Parkinsonova bolest, neurodegeneracija, GABA parvalbuminski (PV+) interneuroni,
sinapticka reorganizacija, MAP2 protein, PSD-95 protein, hipokampus, retikulo-talamicko jedro,
poremecaji spavanja, poremecaji memorijskih funkcija.

Naucna oblast: Biologija

UZa naucna oblast: Neurobiologija



The role of parvalbumin interneurons and synaptic reorganization in the hippocampus and
reticulo-thalamic nucleus in experimental models of Parkinson’s disease

ABSTRACT

Parkinson’s disease (PD) is a progressive multisystem neurodegenerative disorder that, in addition to
motor symptoms, includes numerous non-motor manifestations, with sleep and cognitive
disturbances being particularly prominent. The presence of non-motor symptoms even in the
prodromal phase indicates complex and still unresolved mechanisms of early neurodegeneration,
independent of dopaminergic system degeneration. To better understand the multisystem nature of
the disease, particularly the role of the GABAergic neurotransmitter system and the temporal
dynamics of early pathophysiological processes, this doctoral dissertation examined cellular
(parvalbumin (PV+) interneurons) and synaptic (MAP2 and PSD-95 proteins) changes in
experimental models of PD during prodromal sleep and memory disturbances. The study was
conducted on male Wistar rats with selective lesions of the dopaminergic and/or cholinergic systems
to induce different PD-related neuropathologies (PD cholinopathy, hemiparkinsonism, and
hemiparkinsonism with PD cholinopathy). Sleep analysis included assessment of sleep architecture,
EEG microstructure, and sleep spindle dynamics. Memory functions were evaluated using the spatial
habituation and novel object recognition tests. Changes in the number of PV+ interneurons and the
synaptic markers MAP2 and PSD-95 expression in the hippocampus and reticular thalamic (RT)
nucleus were analyzed by immunohistochemical methods at the onset of induced neuropathology and
during its progression. Sleep and memory disturbances, as early non-motor manifestations, were
present in all experimental PD models at the beginning of induced neurodegeneration. In the PD
cholinopathy, these disturbances were accompanied by long-lasting synaptic destabilization (MAP2
suppression) in the hippocampus and reduced excitation (PSD-95 suppression) in the RT nucleus,
followed by an increased number of PV+ interneurons during further neuropathology progression. In
the hemiparkinsonism with PD cholinopathy, chronic hyperexcitation (PSD-95 overexpression) in
the hippocampus and RT nucleus was followed by reduced number of PV+ interneurons and
increased MAP2 expression in both structures during neuropathology progression. In contrast, no
cellular or synaptic alterations were observed in the hemiparkinsonism model. These results indicate
that synaptic reorganization is a primary consequence of neurodegenerative and functional changes
in experimental PD models, whereas changes in PV+ interneuron number occur secondarily as a
response to synaptic reorganization or to prodromal sleep disturbances during further neuropathology
progression.

Keywords: Parkinson’s disease, neurodegeneration, GABAergic parvalbumin (PV+) interneurons,
synaptic reorganization, MAP2 protein, PSD-95 protein, hippocampus, reticular-thalamic nucleus,
sleep disturbances, memory impairments.

Scientific field: Biology

Scientific subfield: Neurobiology
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LMWMAP2 — MAP2 niske molekulske mase;

LPS — lipopolisaharid,

MAP — protein povezan sa mikrotubulama; engl. microtubule-associated protein;
MAP2 — protein 2 povezan sa mikrotubulama; engl. microtubule-associated protein 2;
MAGUK - engl. membrane-associated guanylate kinase;

MCI - blago kognitivno ostecenje; engl. mild cognitive impairment;

MCx — motorna kora;

MD - lat. nucleus mediodorsalis thalami;

MFB — medijalni snop prednjeg mozga; lat. fasciculus medialis telencephali;
MGN - lat. nucleus geniculatus medialis thalami;

MnR — lat. nucleus raphe medianus;

MoDG - lat. stratum moleculare;

MPP+ — 1-metil-4-fenilpiridinijum;

MPTP — 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin;

MRF — medularna retikularna formacija; lat. formatio reticularis medialis;
MSA — multipla sistemska atrofija;

MTL — medijalni temporalni reZanj; lat. lobus temporalis medialis;

NAc — lat. nucleus accumbens;

NADPH — nikotinamid adenin dinukleotid fosfat;

NB — bazalno (Mejnertovo) jedro; lat. nucleus basalis;

NBT - nitro plavi tetrazolijum hlorid;

NC — repato jedro; lat. nucleus caudatus;

NDS — normalni magare¢i serum; engl. normal donkey serum

NMDA — N-metil-D-aspartat;

NORT - test prepoznavanja novog objekta; engl. novel object recognition test;
NORT F — faza familijarizacije;

NORT T1 — test kratkotrajne hipokampus-zavisne memorije;

NORT T2 — test dugotrajne hipokampus-zavisne memorije;

NPY — neuropeptid Y; neuropeptide Y;

NREM - engl. non-rapid eye movement;

OFT - test otvorenog polja; engl. open field test;

Or — lat. stratum oriens;

PAG - lat. substantia grisea periaqueductalis;

PB — Parkinsonova bolest;

PBS — natrijum-fosfatni pufer;

PDZ — engl. PSD-95/discs large/zonula occludens 1;

PFA — paraformaldehid;

PFC — prefrontalni korteks; lat. cortex praefrontalis;

PGO - ponto-genikulo-okcipitalni talasi;

PHC — parahipokampalni korteks; lat. cortex parahippocampalis;

PI — indeks preference; engl. preference index;

PnO — lat. nucleus pontinus oralis;



PoDG - lat. stratum multiforme;

PPT — pedunkulopontinsko jedro; lat. nucleus tegmentalis pedunculopontinus;
PPTd - lat. nucleus tegmentalis pedunculopontinus pars dissipata;

PPTc - lat. nucleus tegmentalis pedunculopontinus pars compacta;

PRh — peririnalni korteks; lat. area perirhinalis;

PSD — postsinapticka gustina; engl. postsynaptic density;

PSD-95 — protein postsinapti¢ke gustine 95; engl. postsynaptic density 95;
Put — putamen; lat. putamen;

PV — parvalbumin;

PV+ — PV imunoreaktivni neuron;

PVP40 — polivinilpirolidon;

Py — lat. stratum pyramidale;

Rad — lat. stratum radiatum;

RBD — poremecaj ponasanja tokom REM faze spavanja; engl. REM sleep behavior disorder;
REM - engl. rapid eye movement;

RN — lat. nuclei raphes;

Rt — lat. nucleus reticularis thalami;

SCD - subjektivni kognitivni pad;

SH3 - engl. SRC homology 3;

SHT - test prostorne habituacije;

SLD - sublaterodorzalno jedro; lat. nucleus sublaterodorsalis;

SLu — lat. stratum lucidum;

SN — lat. substantia nigra;

SNpc - lat. pars compacta substantiae nigrae;

SNpr — lat. pars reticulata substantia nigrae;

SOM - somatostatin;

SS — prirodna vretena spavanja; engl. sleep spindles;

STN — lat. nucleus subthalamicus;

Str — lat. striatum;

SubC - subceruleus jedro; lat. locus subcoeruleus;

TB - lat. telencephalon basale;

TC neuroni — talamo-kortikalnim neuroni;

Th — talamus; lat. thalamus;

TH — tirozin-hidroksilaza;

Tx-100 — triton X 100;

VIP — vazoaktivni intenstinalni peptid;

VLPO - ventrolateralno preopticko jedro hipotalamusa; lat. nucleus preopticus ventrolateralis;
VPL - lat. nucleus ventralis posterolateralis thalami;

VPLpc — lat. nucleus ventralis posterolateralis thalami, pars parvicellularis;
VPM - lat. nucleus ventralis posteromedialis thalami;

VPMpc — nucleus ventralis posteromedialis thalami, pars parvocellularis;
VTA — lat. area tegmentalis ventralis;

xscp — lat. decussatio pedunculorum cerebellarium superiorum;

ZI — lat. zona incerta;

a-sin — a-sinuklein;

B — NADPH — B-nikotinamid adenin dinukleotid fosfat-Na-4 so;

6-OHDA — 6-hidroskidopamin.
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Neurodegenerativne bolesti ¢ine heterogenu grupu poremecaja koji su povezani sa staroscu i
koje karakterise sporo, ali nepovratno slabljenje mozdanih funkcija nastalo usled selektivnog gubitka
specificnih populacija neurona (Blaszczyk, 2016). Iako se u osnovi neurodegeneracije nalazi
disfunkcija i odumiranje neurona, sam proces je usko povezan sa patoloskim promenama specifi¢nih
proteina (usled ¢ega oni postaju skloni agregaciji i formiranju unutarcelijskih i vanéelijskih inkluzija),
kao i sa promenama na sinapsama i neuralnim mrezama (Kulkarni i sar., 2022). Patoloske promene
se najpre javljaju samo u odredenim regionima mozga, u ¢elijama koje su posebno podloZzne tome
(lokalna disfunkcija), a kasnije se Sire i na druge mozdane strukture. Klinicka slika ovih bolesti je
specifi¢na i zavisi od regiona mozga koji je zahva¢en neurodegenerativnim promenama. Generalno,
kod osoba koje boluju od neurodegenerativnih bolesti u velikoj meri su ugrozene osnovne funkcije
poput govora, kretanja, koordinacije, stabilnosti i ravnoteze, ali dolazi 1 do poremecaja spavanja,
autonomnih i kognitivnih funkcija, kao i poremecaja raspolozenja i ponaSanja (Schapira i sar., 2017).

Starenje je prirodan proces koji sa sobom nosi odredene promene u organizmu, ukljucujuci i
promene u nervnom sistemu. Sa starenjem ljudske populacije neurodegenerativne bolesti kao §to su
Alchajmerova bolest (AB) i Parkinsonova bolest (PB) postaju ucestalije, a promene koje se deSavaju
u nervnom sistemu tokom starenja mogu biti povezane sa povecanim rizikom od nastanka
neurodegenerativnih bolesti (Mayeux i Stern, 2012). Cinjenica je da tokom starenja svi funkcionalni
domeni prolaze kroz patofizioloSke promene, ali joS uvek nije dovoljno poznato kada i kako
kompenzatorni mehanizmi postaju nedovoljni da prevazidu ove starenjem izazvane promene i kako
fiziolosko starenje nervnog sistema prerasta u neurodegeneraciju. Demografski trend starenja svetske
populacije namece sve vecu potrebu za novim, kako klinickim, tako 1 bazi¢nim istraZivanjima.
Medutim, iako su ve¢ decenijama predmet intenzivnih istrazivanja, neurodegenerativne bolesti i dalje
ostaju neizlecive, a svi terapeutski pristupi koje pruza savremena medicina usmereni su na
ublaZavanje 1 usporavanje simptoma.

1.1 Parkinsonova bolest

Parkinsonova bolest je progresivna neurodegenerativna bolest koja pretezno utiCe na
motoricki sistem kao rezultat gubitka dopaminergickih (DA) neurona u okviru SNpc jedra (lat. pars
compacta substantiae nigrae), jedra srednjeg mozga (Murueta-Goyena i sar., 2019). Sa prevalencom
izmedu 1% 1 3% kod starijih od 65 godina, odnosno > 4% kod starijih od 80 godina, PB predstavlja
drugi najcesc¢i neurodegenerativni poremecaj, odmah posle AB (Alharbi i sar., 2024). Degeneracija i
agregaciju razli€itih proteina, disfunkciju obrade proteina, ekscitotoksicnost, oksidativni stres,
apoptozu i disfunkciju mitohondrija. Jedna od najznacajnijih teorija koja objasnjava gubitak
nigrostrijatnih neurona u PB je agregacija i stvaranje inkluzija pogresno savijenih proteina a-
sinukleina (a-sin) uz uéesée i drugih proteina, pri cemu dolazi do formiranja velikih nerastvorljivih
fibrila u vidu Luvijevih tela (LB) koja ujedno predstavljaju i glavni neuropatoloski nalaz ove bolesti
(Dong-Chen i sar., 2023; Khan i sar., 2025; Maiti i sar., 2017). Topografska i vremenska sekvenca
pojave 1 progresije LB prati pojavu neuropatoloskih promena i klinicku manifestaciju PB. Smatra se
da pojava inkluzija najpre krece u perifernim delovima centralnog nervnog sistema (CNS) i da se
vremenom sa progresijom bolesti, patologija LB S§iri na neokortikalne i kortikalne regione (Braak i
sar., 2003; Murueta-Goyena i sar., 2019; Tysnes i Storstein, 2017).

Klinicka dijagnoza PB se ve¢ decenijama dominantno zasniva na identifikaciji motoric¢kih
poremecaja kao Sto su bradikinezija, rigidnost, tremor u mirovanju, problemi sa drzanjem tela i
hodom (Slika 1.1) (Blaszczyk, 2016; Poewe i sar., 2017). Iako su motoric¢ki poremecaji jedan od
glavnih patoloskih obelezja PB 1 oznacavaju pocetak klinickog parkinsonizma, oni se javljaju jako
kasno, kada ve¢ postoji ozbiljna nigrostrijatna DA neurodegeneracija. Naime, smatra se da je u
trenutku pojave prvih klinickih simptoma 1 postavljanja dijagnoze PB kod pacijenata ve¢ izgubljeno
oko 60% DA neurona u SNpc jedru, odnosno oko 80% DA neurona u strijatumu (Cheng i sar., 2010;



Murueta-Goyena i sar., 2019). Ovako kasna dijagnostika uveliko umanjuje mogucnosti za uspeh bilo
kakvog medicinskog tretmana.
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Slika 1.1. Progresija klinicke manifestacije PB. Dijagnoza PB se uspostavlja pojavom motorickih
simptoma, medutim ovoj fazi prethodi prodromalna faza koja traje godinama ili ¢ak decenijama, a
koju karakteriSu specifi¢ni i brojni nemotoricki simptomi. Progresijom bolesti nemotoricki simptomi
postaju sve izrazeniji, a u razli¢itom stepenu mogu biti prisutni u svim fazama PB. Poremeca;ji
ponasanja tokom REM (engl. rapid eye movement) faze spavanja (RBD, engl. REM sleep behavior
disorder). Sema je kreirana kori$¢éenjem platfome Biorender uz dozvolu izdavada Springer Nature
BV; Nature reviews disease primers; Poewe i sar., 2017; ©2017.

Medutim, u poslednjih nekoliko godina, koncept patologije PB je promenjen: umesto da se
smatra motorickom bole$¢u izazvanom selektivnim gubitkom DA neurona u okviru SNpc jedra, PB
se sada prepoznaje kao tezak multisistemski neurodegenerativni poremecaj (Postuma i Berg, 2019).
Trenutni dokazi sugerisu da pored DA sistema i drugi neurotransmiterski sistemi, kao $to su
serotonergicki, noradrenergicki, holinergicki (ACh), GABA-ergicki (GABA, gama-aminobuterna
kiselina) i glutamatergicki sistem, podlezu patoloskim promenama i doprinose sveukupnoj klinickoj
slici PB (Aslan i sar., 2026; Murueta-Goyena i sar., 2019; Sanjari Moghaddam i sar., 2017; Wiesman
i sar., 2024). Sta viSe, upravo je disfunkcija ovih neurotransmiterskih sistema povezana sa ¢itavim
spektrom nemotorickih poremecaja, koji ne samo da prate, nego mogu i da prethode motorickim
poremecajima (Poewe, 2008). Nemotoricki simptomi se mogu manifestovati u bilo kojoj fazi bolesti,
a do sada je otkriveno oko 30 razliitth nemotorickih simptoma (Kumaresan i Khan, 2021;
Mehndiratta i sar., 2011). Neke od najce$¢ih nemotorickih manifestacija PB, karakteristicne za
preklinicku (prodromalnu) fazu ove bolesti su poremecaji spavanja, kognitivni deficiti (poremeca;ji
paznje i koncentracije, ucenja i pamcenja), promene u ponasanju (anksioznost, depresija), disfunkcija
gastrointestinalnog, olfaktornog i autonomnog nervnog sistema (ANS) uz senzorne abnormalnosti
(Slika 1.1) (Kumaresan i Khan, 2021; Murueta-Goyena i sar., 2019; Poewe, 2008).

Iako imaju vazan klinicki znacaj, nemotoricki simptomi PB su prilicno zanemareni
(Kumaresan i Khan, 2021). Za razliku od dobro definisane patofiziologije motori¢kih poremecaja,
neuroanatomske i molekularne osnove nemotoric¢kih simptoma PB, prisutnih u ranim fazama bolesti,
jos$ uvek su nedovoljno istrazene. Nemotoricki simptomi mogu pogorsati kvalitet zivota pacijenta, a
njihovo rano otkrivanje moze znacajno pomoc¢i u dijagnozi PB. Mnogi od ovih simptoma mogu se
javiti godinama ili ¢ak i decenijama pre motorickih simptoma, §to pruza jedinstvenu mogucnost za
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istrazivanje progresije PB, identifikaciju potencijalnih prodromalnih markera, otkrivanje bolesti u
presimptomatskoj fazi i moguce rane terapijske intervencije.

1.2 Poremecaji spavanja kao nemotoricki simptomi Parkinsonove bolesti

Spavanije je prirodan, homeostatski regulisan proces koji se moze definisati kao reverzibilno
stanje imobilnosti i smanjenog odgovora na senzorne stimuluse (Datta i McLean, 2007). Ovo sloZeno
ponasanje je prisutno kod svih sisara, 1 mada postoje specificne razlike, opSta organizacija spavanja,
kao i fizioloske karakteristike osnovnih faza budnosti i spavanja su evolutivno ocuvane i pokazuju
veliku slicnost medu razli¢itim vrstama (Siegel, 2008). Spavanje nije homogeno stanje, vec
predstavlja kombinaciju razli¢itih stanja koja su okaraktrisana specificnim obrascima mozdane
aktivnosti, miSi¢nog tonusa i autonomnih funkcija.

Na osnovu elektroencefalografskih (EEG) 1 elektromiografskih (EMG) karakteristika moguce
je razlikovati dve osnovne faze spavanja: NREM (engl. non-rapid eye movement) i REM (engl. rapid
eye movement) koje se ciklicno smenjuju tokom spavanja (Datta i McLean, 2007). NREM fazu
karakteriS$e sinhronizovana, sporotalasna visokoamplitudna mozdana aktivnost (delta ritam; 1-4 Hz),
smanjen mi$i¢ni tonus i usporene autonomne funkcije. Posebnu EEG karakteristiku NREM spavanja,
na prelazima NREM u REM fazu, ¢ine vretena spavanja (sigma ritam; 10-15 Hz) i K-kompleks talasa
(spore oscilacije; 0-1 Hz). Tokom NREM spavanja senzacije i percepcije su smanjenje ili potpuno
odsutne, a pokreti su epizodi¢ni i nevoljni. REM fazu spavanja, poznatu i kao paradoksalno spavanje,
karakteriSu brze niskoamplitudne desinhronizovane oscilacije u kori velikog mozga (izrazito visok
nivo kortikalne aktivnosti nalik budnom stanju, beta oscilacije; 15-30 Hz), dok je u hipokampalnom
EEG-u prisutan teta ritam (8-10 Hz). U toku REM faze spavanja antigravitaciona muskulatura je u
atoniji, javljaju se brzi pokreti o¢nih jabucica, autonomne funkcije su iregularne. Za razliku od
spavanja, budnost karakteriSe desinhronizovana, niskovoltazna visokofrekventna mozdana aktivnost
(brzi ritmovi koji odrazavaju aktivnu obradu informacija i povecanu kortikalnu aktivnost: alfa — 8-15
Hz; beta — 15-30 Hz; gama — > 30 Hz), zatim prisustvo mi$i¢nog tonusa, voljni pokreti, eksterno
generisane senzacije i stabilne autonomne funkcije (Datta i McLean, 2007).
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od 60% do 70% (Medeiros i sar., 2019). Ovi poremecaji obuhvataju Citav spektar stanja kao $to su
insomnija, prekomerna dnevna pospanost (Abbott i sar., 2005), fragmentacija sna, sindrom nemirnih
nogu (Wong i sar., 2014), problemi sa uspavljivanjem i odrzavanjem sna, narkolepsija, poremecaji
disanja u toku spavanja, ukljucujuéi i opstruktivnu apneu u snu (Kumaresan i Khan, 2021), kao i
poremecaji REM faze spavanja, pre svega poremecaji ponasanja tokom REM faze spavanja —-RBD
engl. REM sleep behavioral disorder) (Iranzo i sar., 2006; Medeiros i sar., 2019). Najcesce se javljaju
pojedinacno, ali kod odredenog broja pacijenata moZe biti prisutno 1 viSe razli¢itih poremecaja
spavanja (Dodet i sar., 2024). Problemi sa snom se mogu manifestovati prodromalno, pre motori¢kih
i autonomnih simptoma (Kumaresan i Khan, 2021; Melka i sar., 2019), kao i u ranoj fazi bolesti
(Dodet 1 sar., 2024). Kako bolest napreduje, poremecaji spavanja su sve ucestaliji, progresivno se
pogorsavaju i negativno uticu na kvalitet Zivota pacijenata (Neikrug i sar., 2013). Standardna terapija
antiparkinsonicima ne samo da ne ublaZzava simptome poremecaja spavanja, ve¢ ih u nekim
slu¢ajevima jo§ vise pogorsava (Medeiros i sar., 2019). Prekomerna dnevna pospanost i iznenadni
napadi pospanosti mogu biti pogorSani odredenim lekovima, kao Sto su agonisti DA receptora.
Takode, primena DA terapije moze indukovati simptome nalik narkolepsiji (Schapira, 2000; Schapira
i sar., 2017). Pored toga, njihovoj progresiji dodatno doprinose pridruzeni psihijatrijski poremecaji
(anksioznost, poremecaji raspoloZenja), motoricki simptomi, kao i sama duZina 1 patofiziologija PB
(Dodet i sar., 2024; Kumaresan i Khan, 2021; Menza i sar., 2010). Sa druge strane, pokazano je da
poremecaji spavanja mogu da podstaknu komplikacije motorickih simptoma izazvanih standardnom
farmakoloskom terapijom (Galati i sar., 2015), ¢ime se dodatno usloznjava patologija PB.



Regulacija budnosti i spavanja je sloZzen proces koji podrazumeva interakciju vise razlicitih
regiona mozga, i neurotransmiterskih sistema, od kojih su mnogi naruseni u PB (Schapirai sar., 2017,
Stefani i Hogl, 2020). Kljuéne strukture uklju¢ene u regulaciju ciklusa spavanje—budnost nalaze se u
hipotalamusu, srednjem mozgu, mozdanom stablu i prednjem mozgu. GABA-ergi¢ki neuroni
ventrolateralnog preopti¢kog jedra hipotalamusa (VLPO, lat. nucleus preopticus ventrolateralis)
promovisu spavanje inhibicijom sistema za pobudivanje — uzlazni retikularni aktivacioni sistem
(ARAS, lat. formatio reticularis ascendens) u mozdanom stablu i hipotalamusu. Budnost odrzavaju
noradrenergicki neuroni jedra locus coeruleus — LC, serotonergicki neuroni dorzalnog rafe jedra (DR,
lat. nucleus raphe dorsalis), histaminergicki neuroni tuberomamilarnog jedra (lat. nucleus
tuberomamillaris) u posteriornom hipotalamusu i holinergicki neuroni pedunkulopontinskog (PPT,
lat. nucleus tegmentalis pedunculopontinus) i laterodorzalnog tegmentalnog jedra (LDT, lat. nucleus
tegmentum laterodorsalis). Neuroni ARAS-a obezbeduju visok nivo mozdane aktivnosti aktivacijom
talamo-kortikalne i kortikalne mreze (desinhronizacija). Stabilnost izmedu stanja spavanja i budnosti
obezbeduju oreksinergi¢ki neuroni lateralnog hipotalamusa, koji podesavaju aktivnost centara za
pobudivanje 1 sprecavaju nagle prelaze izmedu ova dva stanja. Pored toga, talamus i1 talamo-
kortikalne mreze imaju klju¢nu ulogu u generisanju EEG obrazaca karakteristi¢nih za razlicite faze
spavanja, ukljucujuci sporotalasnu aktivnost i vretena spavanja, dok hipokampus i korteks ucestvuju
u procesima sinapticke plasti¢nosti i konsolidacije memorije tokom sna (Saper i sar., 2010; Brown i
sar., 2012).

Odnos izmedu spavanja i neurodegeneracije je kompleksan, a razumevanje ovog odnosa je od
izuzetne vaznosti. Smatra se da poremecaji spavanja u PB nastaju kao posledica neurodegenerativnih
procesa koji zahvataju strukture zaduzene za regulaciju spavanja. Naime, Braak i saradnici su na
osnovu distribucije LB u post-mortem mozgovima sugerisali da rana patologija PB zapo¢inje u
olfaktornim strukturama ili produzenoj mozdini, odakle se descedentno ili ascedentno Siri ka
mozdanom stablu, pre samog uticaja na bazalne ganglije (BG, lat. nuclei basales), limbicki sistem i
mozdanu koru (Braak i sar., 2003). Vremensku i prostornu sekvencu LB patologije prati pojava i
progresija specifi¢nih nemotorickih i motorickih simptoma bolesti. Prema ovoj teoriji, taloZenje a-
sin u holinergi¢kim i monoaminergi¢kim neuronima mozdanog stabla, koje se desava u ranim fazama
bolesti, smatra se odgovornim za pojavu poremecaja spavanja kod pacijenata sa PB (Braak i sar.,
2003; Boeve i sar., 2007). Ovo sugeriSu 1 istrazivanja na animalnim modelima koja pokazuju da je
prekomerna ekspresija o-sin 1 njegova akumulacija u moZdanom stablu 1 kori povezana sa
poremecajem spavanja kod miSeva (McDowell 1 sar., 2014; Schapira i sar., 2017).

lako su, za razliku od motori¢kih poremecaja, dugo bili zapostavljeni, poremecaji spavanja
kao nemotori¢ki simptomi PB nisu sasvim nepoznati. Cak i sam Dzejms Parkinson u svojoj ¢uvenoj
monografiji pominje lo§ kvalitet sna kod pacijenata sa PB (Parkinson, 1817). Rano prepoznavanje 1
adekvatno lecenje poremecaja spavanja kod ovih pacijenata su od sustinskog znacaja. Sama ¢injenica
da se mogu javiti i decenijama pre klini¢kog parkinsonizma ukazuje na znac¢aj ovih simptoma kao
prodromalnih markera PB, a njihovo pracenje pomaze u predvidanju toka bolesti i personalizaciji
terapije pre nego Sto nastupe tezi invaliditeti. Jedan od trenutno najjacih prodromalnih klini¢kih
markera neurodegeneracije jeste RBD (Boeve i sar., 2007). Rana identifikacija pacijenata sa visokim
rizikom od razvoja PB pruza mogucnost za istrazivanje patogeneze 1 progresije ove
neurodegenerativne bolesti, kao i za razvoj novih terapijskih pristupa. Medutim, iako vise od 70%
pacijenata u ranoj fazi PB ima probleme sa spavanjem, oni u vecini sluCajeva ostaju
nedijagnostifikovani i bez adekvatne terapije, jer ih lekari Cesto previde, a pacijenti zanemaruju
(Dodet i sar., 2024).



1.2.1 Poremeéaji ponasanja tokom REM faze spavanja — RBD

RBD je parasomnijal ¢ija se klinicka manifestacija karakteriSe jednostavnim ili slozenim
abnormalnim pokretima koji se javljaju tokom REM faze spavanja i koji su povezani sa poviSenim
tonusom misica tokom ove faze (Schenck i sar., 1986). Naime, kod pacijenata sa RBD-om se tokom
REM spavanja umesto normalne fizioloSke miSi¢ne atonije, javlja nevoljna miSi¢na aktivnost, u vidu
odbrambenih ili agresivnih pokreta. Ovi pokreti su Cesto praceni gestovima i vokalizacijom i javljaju
se kao odgovor na intenzivne, neprijatne, zastraSujuce snove (De Cock i sar., 2007; Diaconu i sar.,
2021).

Prema klasi¢noj podeli, RBD moze biti idiopatski ili izolovani, kada predstavlja primarno
oboljenje (odsustvo drugih neuroloskih poremecaja) i simptomatski ili sekundarni, kada je izazvan
farmakoloski (najcesc¢e antidepresivima) (Ju i sar., 2011), ili se javlja u kombinaciji sa drugim
neuroloskim ili neurodegenerativnim poremecajima (Iranzo i sar., 2006), autoimunim bolestima (Ju
isar., 2011) ili lezijama u regionu mozdanog stabla (McCarter i sar., 2015; Xi i Luning, 2009).

Klini¢ka dijagnoza RBD-a podrazumeva video-polisomnografski zapis? kako bi se potvrdilo
postojanje abnormalne motoricke aktivnosti (ponovljene epizode vokalizacije u snu ili slozeno

motoricko ponasanje) i odsustvo miSi¢ne atonije tokom REM faze spavanja (Schenck, 2023; Stefani
i Hogl, 2021).

Smatra se da patofiziolosku osnovu RBD-a ¢ine neurodegenerativni procesi u regionu
mozdanog stabla, akumulacija potencijalno neurotoksiénih proteina, pre svega, a-Sin, kao i disbalans
razli¢itih neurotransmiterskih sistema (Oliveira i sar., 2025; Schenck, 2023). Dosadasnja istrazivanja
ukazuju da RBD nastaje usled oStecenja struktura i neuronskih mreza zaduzenih za regulaciju REM
spavanja. Centralnu ulogu u regulaciji REM miS$i¢ne atonije ima sublaterodorzalno jedro (SLD, lat.
nucleus sublaterodorsalis) kod pacova, odnosno subceruleus jedro (SubC, lat. locus subcoeruleus)
kod ljudi. Naime, tokom REM spavanja glutamatergicki neuroni SLD jedra direktno ili indirektno
preko medularne retikularne formacije (MRF, lat. formatio reticularis medialis) inhibiraju spinalne
motoneurone, sto dovodi do miSi¢ne atonije. Zapravo, tokom REM faze, SLD glutaminergicki
neuroni aktiviraju inhibitorne neurone u produzenoj mozdini koji u kicmenoj mozdini oslobadaju
GABA i glicin direktno na motoneurone (Lu i sar., 2006; Peever i sar., 2014). Smanjenje ekscitacije
od strane glutamatergi¢kog, noradrenergickog, serotonergi¢kog, dopaminergi¢kog i holinergi¢kog
sistema smanjuje aktivnost motoneurona i time dodatno doprinosi REM atoniji. Pored toga,
pretpostavlja se da procesi koji smanjuju aktivaciju centralnih lokomotornih generatora (CPGs, engl.
central pattern generators) doprinose odrzavanju fizioloske REM atonije. Odsustvo miSi¢ne atonije,
odnosno izostanak inhibicije spinalnih motoneurona tokom REM faze spavanja nastaje kao posledica
oStecenja ili disfunkcije SLD jedra (Boeve i sar., 2007; Schenck, 2023). Sa druge strane, pojac¢ana
fazna lokomotorna aktivnost, nastala kao posledica disbalansa neurotransmitera i pojacane
ekscitacije, bi mogla objasniti kompleksno motorno ponasanje, prisutno kod pacijenata sa RBD-om
(Boeve i sar., 2007; Peever i sar., 2014).

! Parasomnija je zajedniCki naziv za heterogenu grupu poremecaja spavanja koja ukljuduju abnormalne
pokrete, ponasanja, emocije ili dozivljaje, a javljaju se prilikom uspavljivanja, spavanja ili budenja. Prema
medunarodnoj klasifikaciji poremecaja spavanja (American Academy of Sleep Medicine, 2023) dele se na
NREM parasomnije (npr. mesecarenje, no¢ni strahovi, konfuzno budenje), REM parasomnije (npr. RBD i
noéne more) i ostale oblike (npr. Skrgutanje zubima, no¢no mokrenje, paraliza sna).

2 Polisomnografski zapis predstavlja simultano registrovanje vise fizioloskih parametara tokom spavanja:
mozdanu aktivnost (EEG — elektroencefalografija), pokrete o¢iju (EOG — elektrookulografija), miSi¢nu
aktivnost (EMG - elektromiografija), sréanu aktivnost (EKG — elektrokardiografija) kao i respiratorne
parametre.



Tokom proteklih decenija brojne klinicke 1 patoloske studije su potvrdile jaku vezu izmedu
RBD-a i neurodegenerativnih bolesti iz grupe sinukleinopatija kao $to su PB (RBD prisutan kod 16%
— 47% pacijenata), demencija sa LB (DLB; RBD prisutan kod 80% pacijenata) i multiple sistemske
atrofije (MSA; RBD prisutan kod 100% pacijenata) (Boeve i sar., 2007, 2013; Vetrugno i sar., 2004).
Naime, viSegodi$nje pracenje pacijenata sa dijagnozom (klinickog) izolovanog RBD-a pokazalo je
da ¢ak 90% njih u periodu od 10 do 15 godina nakon inicijalne dijagnoze razvije neku od bolesti iz
grupe sinukleinopatija (Hogl 1 sar., 2018). Procenjuje se da RBD u oko 45% slu€ajeva progredira u
PB, u45% slucajevau DLB, a u svega 5% sluc¢ajevau MSA (Pérez-Carbonell i Iranzo, 2025). Upravo
zbog Cinjenice da se moze javiti i do 40 godina pre klinicke manifestacije motorickih i1 kognitivnih
simptoma, idiopatski RBD se dugo godina smatrao najranijim i najja¢im prediktorom PB (Boeve i
sar., 2007). Prodromalna manifestacija RBD-a je u skladu sa konceptom prostorne i vremenske
progresije LB patologije, odnosno rane a-sin patologije koja zahvata generatore REM atonije u
mozdanom stablu (Braak i sar., 2003). Medutim, RBD ne mora uvek da prethodi parkinsonizmu, ve¢
se moze manifestovati istovremeno sa motorickim simptomima PB, ili nakon $to je PB klinicki
dijagnostikovana (Stefani i Hogl, 2020).

Poslednjih godina koncept RBD-a se menja. Neverovatno visoka stopa konverzije izolovanog
RBD-a u sinukleinopatiju sugeriSe da vise nije pitanje da li ¢e, nego kada ¢e se kod pacijenata pojaviti
prvi simptomi bolesti. Upravo ova neminovnost razvoja neurodegeneracije sve viSe navodi nau¢nike
i lekare da RBD ne gledaju samo kao parasomniju, ve¢ kao manifestaciju prodromalne faze
sinukleinopatije, posebno u PB (Hogl i sar., 2018; Schenck, 2023; Stefani i Hogl, 2020; Stefani i
Hogl, 2021).

Decenijska istrazivanja usmerena na DA sistem, nigrostrijatnu degeneraciju i hipotezu
oksidativnog stresa dovele su do razvoja simptomatske terapije za PB koja se sa svim svojim
ograni¢enjima, manje ili viSe uspesno, primenjuje u praksi. Svako novo saznanje doprinosilo je
poboljSanju terapijskog pristupa. Medutim, 1 pored ublazavanja simptoma i usporavanja progresije,
PB i1 dalje ostaje neizle€iva bolest. Do danas nije razvijen ni jedan obecavajuci terapijski pristup, Sto
je u izvesnoj meri posledica i suviSe dugog fokusa na motoricke aspekte bolesti. Stoga, mogucnost
identifikacije prodromalne neurodegeneracije pre pojave simptoma bolesti ima veliki naué¢ni i klini¢ki
znacaj. RBD predstavlja jedinstvenu priliku za istrazivanje i razvoj novih neuroprotektivnih terapija
za prevenciju neurodegeneracije.

1.3 Poremecaji kognitivnih funkcija kao nemotoricki simptomi PB

Kognitivne disfunkcije su jedan od glavnih klini¢kih nemotoric¢kih simptoma PB koji ne samo
da remete svakodnevne aktivnosti pacijenta, ve¢ 1 uticu na dobrobit ¢lanova porodice. Kognitivna
oSte¢enja su i do Sest puta ¢es¢a kod osoba sa PB u odnosu na zdrave osobe (Aarsland i sar., 2021) i
mogu se javiti u bilo kojoj fazi bolesti. Izvesne, naj¢esce blage kognitivne promene mogu se uociti
ve¢ u pocetnoj fazi PB. Kako bolest napreduje, ovi poremecaji postaju sve izraZeniji i sve vise
oteZavaju samostalno svakodnevno funkcionisanje. TeZina klinicke slike, kognitivni domeni koji su
pogodeni, kao i stopa progresije se izuzetno razlikuju medu obolelima. Pad kognitnivnih sposobnosti
kod pacijenata sa PB krec¢e se od subjektivnog kognitivnog pada (SCD, engl. subjective cognitive
decline), preko blagog kognitivnog ostecenja (MCI, engl. mild cognitive impairment) do izrazene
demencije, koja se najceSce javlja u uznapredovaloj fazi bolesti (Aarsland 1 sar., 2017, 2021).
Pacijenti sa PB dozivljavaju Sirok spektar kognitivnih ostec¢enja od poremecaja paznje, govora, ucenja
1 pamc¢enja, do usporene obrade informacija 1 vizuelno-prostornih funkcija §to dodatno otezava
efikasno planiranje i organizaciju. Studije pokazuju da se kod pacijenata sa PB koji nisu dementni
najveca oSteCenja uocavaju u domenu memorije, u vidu otezanog prizivanja informacija, a ne
nemogucnosti njihovog pamcenja (Chiaravalloti i sar., 2014; Zhang i sar.,, 2020). Medutim
istrazivanja Das i saradnika (2019) sugerisu da, uz poznate probleme sa prisecanjem, pacijenti sa PB
imaju promene u hipokampusu koje mnogo ranije uti¢u na memoriju.



Dva najceSca kognitivna sindroma kod pacijenata sa PB su MCI i demencija koje su
operativno definisani u smernicama za dijagnostiku i1 procenu od strane Medunarodnog drustva za
Parkinsonovu bolest i poremecaje kretanja (Aarsland i sar., 2017; Emre 1 sar., 2007; Litvan 1 sar.,
2012). MClI se definiSe kao postepen pad kognitivnih funkcija, primecen bilo od strane pacijenta, bilo
od strane lekara, sa odgovaraju¢im testom kao potvrdom izmenjenog kognitivnog statusa. U slucaju
demencije, deficiti se javljaju u najmanje dva od cCetiri kognitivna domena (izvrSne funkcije, paznja,
vizuelno-prostorne funkcije i pamcenje) i toliko su ozbiljni da ometaju svakodnevni Zivot, nezavisno
od ostecenja koja se mogu pripisati motorickim ili autonomnim simptomima.

Iako jos uvek nisu u potpunosti poznati svi patofizioloski mehanizmi, smatra se da kognitivni
poremecaji u PB nastaju kao posledica neurodegenerativnih promena u regionu limbickog sistema i
korteksa. Studije pokazuju da se pojava demencije javlja usled deficita DA, pri ¢emu su glavni
patoloski pokretaci kognitivnog pada sinergisticki efekat izmedu akumulacije proteina a-sSin i
patologije nalik patologiji AB (inkluzije amiloid B i fosforilisanog tau proteina) (Aarsland i sar., 2021,
Halliday 1 sar., 2014). Upravo je patologija povezana sa LB najvazniji faktor koji dovodi do razvoja
kognitivnih oStecenja u PB, o ¢emu svedoce i studije u kojima je pokazano da je tezina kognitivnih
oSte¢enja u korelaciji sa LB, posebno u frontalnom girusu (lat. gyrus frontalis) i cingularnom girusu
(lat. gyrus cinguli) (Halliday i sar., 2014; Mattila i sar., 2000). Kod pacijenata sa demencijom takode
je zabeleZeno povecanje LB u neokortikalnim i limbickim oblastima (Apaydin i sar., 2002; Halliday
i sar., 2014), kao i temporalnom reznju (lat. lobus temporalis), u poredenju sa pacijentima sa PB bez
demencije (Halliday i sar., 2014; Harding i Halliday, 2001). Prisustvo ovih patologija je u korelaciji
sa izrazenim gubitkom dopamina, serotonina i acetilholina u neuronima koji se projektuju na limbicki
sistem i korteks. Genetski faktori kao §to su mutacije gena koji kodiraju protein a-Sin doprinose
povecanju rizika od nastanka demencije (Halliday i sar., 2014). Istrazivanja pokazuju da je rano
smanjenje preuzimanja dopamina u frontalnom reznju od klju¢nog znacaja za kognitivna oSte¢enja
koja se javljaju u PB (Briick i sar., 2005). Takode, dokazano je da neurodegenerativne promene
holinergi¢kog sistema u mozdanom stablu i kortiko-strijatnim putevima mogu biti ukljucene u
patofiziologiju kognitivnih poremecaja u PB (Bohnen 1 Albin, 2011; Fang 1 sar., 2020).

Uprkos intenzivnim istraZivanjima u protekle dve decenije, znanje o kognitivnim
poremecajima u PB i njihovo lecenje i dalje zaostaju u poredenju sa motori€¢kim simptomima.
Poremecaji kognitivnih funkcija u velikoj meri osiromasuju kvalitet Zivota pacijenata sa PB, Cak i u
pocetnim fazama bolesti. Kako bi se identifikovali PB pacijenti sa pove¢anim rizikom od ranog i
brzog razvoja kognitivnog pada, poslednjih godina istrazivanja su usmerena na rane subkliniCke
kognitivne promene. Tradicionalno se smatralo da su kognitivne disfunkcije karakteristicne za kasnu
fazu bolesti, medutim na osnovu rezultata brojnih studija danas se MCI posmatra kao preteca
demencije kod PB (Fang i sar., 2020), odnosno kao tranzitorno stanje izmedu normalne kognicije 1
demencije (Aarsland 1 sar., 2021). U tom smislu, poseban znacaj ima suptilni pad kognitivnih
sposobnosti koje prijavljuju sami pacijenti, a koji jo§ uvek ne ispunjava klini¢ke kriterijume
kognitivnog poremecaja (Aarsland 1 sar., 2021). Stoga je vazno da se u svakoj fazi bolesti utvrdi
kognitivni status pacijenata. Ovakva klinicka praksa i dalja istrazivanja imaju za cilj bolje
razumevanje prirode kognitivnih poremecaja kao nemotorickih simptoma bolesti, kao 1 adekvatan 1
pravovremeni tretman obolelih.

1.3.1 Poremecaji memorijskih funkcija

Blaga kognitivna oSte¢enja u PB bez demencije javljaju se u oko 20% — 50% slucajeva, a
podrazumevaju poremecaje u razli¢itim kognitivnim domenima kao $to su izvr$ne funkcije, vizuelno-
prostorne sposobnosti, jezicke i memorijske funkcije (Goldman i Litvan, 2011).

Memorija ili pamcenje predstavlja slozeni mentalni proces koji se moZe definisati kao
promena u ponasanju prouzrokovana prethodnim iskustvom. Formira se kroz ucenje, odnosno kroz
proces prikupljanja informacija neophodnih za formiranje memorije (Okano i sar., 2000). U
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fizioloskim uslovima, memorija je proces putem koga se znanje o svetu kodira, skladisti i po potrebi
priziva (reprodukuje). Prema duzini trajanja pamcenje moze biti senzorno (nekoliko sekundi),
kratkotrajno (traje od nekoliko sekundi do nekoliko sati) i dugotrajno (traje danima, godinama).
Formiranje dugotrajne memorije uklju¢uje nekoliko faza: kodiranje (inicijalna faza ucenja
informacija), skladiStenje (zadrZavanja informacija tokom vremena), konsolidaciju (proces prelaska
informacija iz kratkotrajne u dugotrajnu memoriju) i priseéanje (proces aktivnog kori$éenja
prethodno skladiStenih informacija). Memorija koja je aktivno vra¢ena u svest nakon prise¢anja jos
uvek nije stabilna. Tek procesom rekonsolidacije, odnosno naknadne stabilizacije, postize se
dugotrajan efekat paméenja. U suprotnom, moze doc¢i do gubitka informacija (Das i sar., 2019).

Dugotrajna memorija obuhvata eksplicitno (deklarativno, svesno) i implicitno
(nedeklarativno, nesvesno) paméenje. Deklarativna memorije se formira epizodi¢nim pamcenjem
(autobiografski dogadaji), semantickim pamcéenjem (opSte znanje) i emocionalnim pamcenjem
(pamcenje emocionalnih iskustava, dogadaja ili informacija) (Watson 1 Leverenz, 2010).
Nedeklarativno pamcéenje podrazumeva sposobnost implicitnog pamcenja, kao $to je asocijativno
klasi¢no uslovljavanje, primovanje koje se ispoljava kroz olak$ano prepoznavanje objekata i re¢i, kao
I proceduralno uéenje kognitivnih i motori¢kih vestina (Camina i Giiell-Pelayo, 2017). Ovi podtipovi
memorije su medusobno nezavisni, pokrecu ih razli¢iti mozdani regioni, koji su razli¢ito zahvaceni
tokom progresije bolesti. Deklarativnu memoriju uglavnom pokrecu medijalni temporalni rezanj i
hipokampus, dok je nedeklarativna memorija pretezno povezana sa frontalnim kortikalnim oblastima,
BG i malim mozgom (Camina i Glell-Pelayo, 2017; Watson i Leverenz, 2010). Memorijske funkcije
Cesto predstavljaju jedan od prvih kognitivnih domena koji se mogu ostetiti u ranim fazama PB, kao
i u drugim demencijama (Bezdicek i sar., 2019; Costa i sar., 2014; Decourt i sar., 2021). Kod
pacijenata sa PB, kognitivni deficiti se naj¢e$¢e odnose na poremecaj izvrSnih funkcija i radne
memorije, dok je deklarativna (posebno epizodicna memorija) o¢uvana u prodromalnim fazama
bolest, pri ¢emu se deficiti mogu javiti u bilo kojoj fazi (kodiranje, skladiStenje, konsolidacija,
prisecanje). Adekvatna obrada memorije zahteva sposobnost osobe da usmeri paznju na stimuluse
(za proces kodiranja informacija) i da koristi izvrSne funkcije koje omogucavaju pronalazenje
uskladistenih informacija u odredenom kontekstu. Visestruki deficiti ponasanja i1 kognicije, kao §to
je sam deficit paznje, pokreéu oSte¢enje memorije koje je tipi¢no povezano sa PB. Pored toga,
pacijenti sa PB imaju potesko¢e u ucenju novih informacija, $to je povezano sa smanjenim
performansama prise¢anja (Goldman i Litvan, 2011).

Smatra se da epizodi¢na memorija, kao podtip deklarativne memorije, u znacajnoj meri zavisi
od hipokampusa koji zajedno sa prefrontalnim korteksom (PFC, lat. cortex praefrontalis) ¢ini mrezu
koja doprinosi formiranju pamcenja, konsolidaciji, prepoznavanju i prisecanju. IstraZivanja na
zivotinjama sugeriSu da selektivna oStecenja hipokampusa ili okolnih regiona dovode do poremecaja
deklarativne memorije (Das 1 sar., 2019), dok klini¢ke studije ukazuju da je kod pacijenta sa PB
prisutna atrofija regiona medijalnog temporalnog reznja (MTL, lat. lobus temporalis medialis), koja
u velikoj meri korelira sa fazom i tezinom bolesti (Overdorp i sar, 2014).

1.3.2 Hipokampus

Hipokampalna formacija (lat. formatio hippocampi) je deo limbi¢kog sistema koji se nalazi u
MTL, koji pored hipokampalnog regiona obuhvata peririnalni korteks (PRh, lat. area perirhinalis),
entorinalni korteks (EC, lat. cortex entorhinalis) i parahipokampalni korteks (PHC, lat. cortex
parahippocampalis) koji zajedno ¢ine parahipokampalni girus (lat. gyrus parahippocampalis) (Slika
1.2). Primarna funkcija MTL-a ogleda se u deklarativnoj memoriji i prostornoj navigaciji (Squire i
sar., 2007). Hipokampalnu formaciju ¢ini indusium griseum, longitudinal striae, gyrus fasciolaris,
hippocampus proper (CAl- 4, lat. cornu ammonius), dentatni girus (DG, lat. gyrus dentatus) i
subikularna kora (lat. subiculum) i deo uncus-a (Chauhan i sar., 2021). Medutim, ¢esto se termin
hipokampus koristi u uZem smislu, pa se u animalnim studijama odnosi na DG 1 CA regione, dok se
u humanim studijama odnosi na DG, CA regione i subiculum (Strange i sar., 2014).
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Slika 1.2. Strukturna organizacija medijalnog temporalnog reznja. Medijalni temporalni rezanj
(MTL) se sastoji od hipokampalne formacije (formation hippocampi) koja je smestena rostralno i
parahipokampalnog girusa (gyrus parahippocampalis) koji se nalazi kaudalno, dok se amigdala (lat.
corpus amygdaloideum) nalazi u prednjem delu MTL. Rinalni korteks se sastoji od entorinalnog
korteksa (cortex entorhinalis) koji se nalazi medijalno i peririnalnog korteksa (area perirhinalis) koji
se nalazi lateralno. Entorinalni, peririnalni i parahipokampalni korteks ¢ine parahipokampalni girus.
Parahipokampalni korteks (cortex parahippocampalis) zauzima posteriorni deo parahipokampalnog
girusa. Preuzeto i modifikovano uz dozvolu izdava¢a American Society of Neuroradiology; American
Journal of Neuroradiology; Raslau i sar., 2015; ©2015.

Hipokampus je slojevita struktura sa kompleksnom organizacijom (Slika 1.3). Kao i u slu¢aju
bilo koje druge kortikalne mreze i u organizaciji hipokampusa je moguce razlikovati tri komponente:
(1) populaciju glavnih ekscitatornih neurona (homogena populacija glutamatergi¢kih neurona) koji
obezbeduju glavne izlazne projekcije; (2) glavne ulazne ekscitatorne projekcije koje aktiviraju ove
neurone 1 (3) lokalnu mreZu interneurona (heterogena populacija GABA-ergickih neurona) koji
reguliSu interakciju aferentnih i1 eferentnih projekcija strukture (Amaral 1 Witter, 1989). lako je
osnovna strukturna organizacija ista u celoj hipokampalnoj formaciji, pojedini regioni se medusobno
razlikuju po organizaciji slojeva. U okviru CA regiona moguce je razlikovati 5 slojeva: (1) stratum
alveolus sac¢injen od aksona piramidalnih neurona; (2) stratum oriens koji uglavnom sadrzi bazalne
dendrite piramidalnih neurona i interneurone oznacene kao korpaste celije; (3) stratum pyramidale
koji se sastoji od nekolioko slojeva velikih piramidalnih neurona (glavni ekscitatorni neuroni
hipokampusa); (4) stratum radiatum koji sadrzi apikalne dendrite piramidalnih neurona i (5) stratum
lacunosum-moleculare koji se sastoji od dendrita piramidalnih ¢elija, nekih interneurona i sinapsi
(Mazher i Hassan, 2020). CA3 region hipokampusa karakterise prisustvo jo$ jednog dodatnog sloja
— stratum lucidum, kroz koji prolaze mahovinasta vlakna (engl. mossy fiber) poreklom iz DG, koja
prenose aferentne informacije ka piramidalnim neuronima CAS3 regiona. Nasuprot tome, u okviru
DG-a moguce je razlikovati 3 sloja: (1) stratum moleculare koji je relativno bez ¢elija i uglavnom ga
¢ine dendriti granularnih ¢elija, vlakna perforatnog puta iz EC, kao i mali broj interneurona i vlakna
poreklom iz raznih spoljasnjih ulaza; (2) stratum granulare koji predstavlja glavni Celijski sloj i
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sastoji se od gusto zbijenih granularnih ¢elija i (3) stratum multiforme koji sadrzi mnoge tipove ¢elija,
medu kojima su najistaknutije mahovinaste ¢elije (Amaral i sar., 2007).

Integracija i obrada informacija u neuronskoj mrezi hipokampusa ostvaruje se kroz tzv.
trisinapticki put. Zahvaljuju¢i hijerarhijskoj organizaciji MTL-a, informacije se najpre prikupljaju
preko PRh i PHC, da bi se potom preko EC-a (glavni ulaz) prenele do hipokampusa. EC je izvor
vecine kortikalnih senzornih informacija koje hipokampus koristi za obavljanje svojih funkcija i koje
dospevaju do DG preko vlakana perforatnog puta. DG se smatra prvim korakom u obradi informacija
koje na kraju dovode do nastanka epizodne memorije. Nakon obrade informacije se iz DG-a
prosleduju u CA3 region hipokampusa preko aksona granularnih celija DG-a (nazivaju se joS i
mahovinasta vlakna). Na samom kraju piramidalne ¢elije CA3 regiona $alju svoje aksone (Saferova
kolaterala) na CA1 region, odakle se informacije preko subikuluma i EC prosleduju ka forniksu (lat.
fornix) (Witter i Amaral, 2004).

Hipokampus posreduje u nekoliko visih mozdanih funkcija, kao §to su ucenje, deklarativna
memorija, prostorno kodiranje i regulacija emocionalnog ponasanja (Jonas i Lisman, 2014). Pored
toga, hipokampus je glavni generator teta ritma koji je povezan sa integrativnim procesima kriticnim
za viSe kognitivne funkcije (Nufiez i Bufio, 2021). Hipokampalne funkcije mogu biti ugrozZene
neuropatologijom PB. Volumetrijske analize hipokampusa pokazuju da se u odnosu na zdrave
kontrolne pacijente kod PB pacijenata sa demencijom moze uociti atrofija MTL, ali u daleko manjem
stepenu nego kod pacijenata sa AB, ¢ak i onih koji se nalaze u ranoj fazi bolesti (Briick i sar., 2004).
Rezultati studija baziranih na strukturnom i funkcionalnom oslikavanju mozga potvrduju vezu
hipometabolizma 1 atrofije hipokampusa sa progresivnim osSteCenjima memorije i razvojem
demencije kod pacijenata sa PB (Gonzalez-Redondo i sar., 2014; Martin-Bastida i sar., 2021), pri
¢emu je demencija korelisana sa a-sin patologijom (Braak i sar., 2003). Smatra se da je progresija LB
patologije od subkortikalnih ka limbickim 1 kortikalnim strukturama mozga glavni pokreta¢ za razvoj
demencije (Das i sar., 2019). Medutim, pokazano je da postoji odredena selektivnost kada je u pitanju
osetljivost na LB patologiju i da su zapravo pojedini regioni hipokampusa, poput CA2/3 i subikuluma
vise osetljivi na strukturne i funkcionalne promene uslovljene patologijom PB (Das i sar., 2019).
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Slika 1.3. Osnovna strukturna organizacija hipokampalne formacije. Prikazan je koronalni
presek mozga pacova na stereotaksickom opsegu 3,60 mm posteriorno od bregme. Na slici nisu
predstavljeni svi delovi hipokampalne formacije.

alv — alveus hippocampi; Or — stratum oriens; Py — stratum pyramidale; Rad — stratum radiatum;
Lmol — stratum lacunosum-moleculare; MoDG - stratum moleculare; GrDG - stratum granulare;
PoDG — stratum polymorphum gyri dentati; SLu — stratum lucidum; CA — Cornu ammonis; DG —
gyrus dentatus; fi — fimbria hippocampi; cc — corpus callosum; cg — gyrus cinguli; 1G — indusium
griseum; hif — fornix hippocampi. Sema je kreirana pomocu Biorender softvera uz dozvolu izdavada
Elsevier Science & Technology Journals; The rat brain in stereotaxic coordinates - the new coronal
set; Paxinos i Watson, 2005; ©2005.
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1.4 Neurotransmiterski sistemi u Parkinsonovoj bolesti

Danas se sa sigurnos¢u zna da je PB ozbiljan multisistemski neurodegenerativni poremecaj.
Osim disfunkcije DA sistema koji lezi u osnovi motori¢kih oSte¢enja, mnogi drugi neurotransmiterski
sistemi podlezu patoloskim promenama i doprinose nemotorickim simptomima PB (Poewe, 2008;
Schapira i sar., 2017). Neurotransmiteri kao $to su ACh, serotonin, noradrenalin, glutamat i GABA,
imaju vaznu ulogu u patofiziologiji PB (Sanjari Moghaddam i sar, 2017).

1.4.1 Holinergicki sistem

Holinergicki sistem centralnog nervnog sistema sisara ¢ine dve funkcionalno razli¢ite grupe
neurona. Prvu grupu ¢ine neuroni smeSteni u okviru struktura bazalnog prednjeg mozga: bazalno
jedro (NB, lat. nucleus basalis) ili Mejnertovo jedro, substantia innominata i stria diagonalis (Sarter
i sar., 2009). Holinergic¢ki sistem bazalnog prednjeg mozga, kao glavni kortikalni izvor ACh
inervacije kore velikog mozga, moduliSe funkcionalno i prostorno razlicite regione neokorteksa,
talamusa, hipokampusa i amigdalu (Ballinger i sar., 2016; Bohnen i sar., 2022). Drugu grupu ¢ine
neuroni smesteni u okviru jedara mozdanog stabla: PPT i LDT (Newman i sar., 2012; Rye, 1997;
Semba i Fibiger, 1989; Semba i Fibiger, 1992). Za razliku od holinergi¢kog sistema bazalnog
prednjeg mozga kao dominantnog izvora direktne ACh inervacije kore velikog mozga, holinergic¢ki
sistem mozdanog stabla deluje indirektno putem talamo-kortikalnih projekcija i modulacija
subkortikalnih struktura ukljucujuc¢i bazalni prednji mozak, hipotalamus i BG (Bohnen i sar., 2022).
Vazno je napomenuti da projekcije ACh neurona mozdanog stabla pokazuju rostro-kaudalnu
topografsku organizaciju, gde je PPT jedro koje se nalazi u rostralnom delu mozdanog stabla
povezano sa motornim krugovima i pretezno se projektuje na dorzolateralni strijatum (lat. striatum
dorsolateralis), dok je LDT jedro koje se nalazi u kaudalnom delu mozdanog stabla povezano sa
limbi¢kim sistemom i projektuje se na dorzomedijalni strijatum (lat. striatum dorsomedialis) i
nucleus accumbens — NAc (Dautan i sar., 2016). Pored toga, ACh neuroni su prisutni i u strijatumu,
gde imaju funkciju lokalnih interneurona. Strijatum zapravo ima najvecu gustinu ACh markera u
mozgu, $to ukazuje na znaCajnu, ali nedovoljno istraZzenu strijatnu funkciju ACh interneurona
(Bohnen i sar., 2022).

ACh sistem reguliSe mnoge funkcije ljudskog ponasanja kao §to su obrada senzornih
informacija, paznja, kognicija, kretanje i homeostaza budnosti i spavanja. Projekcije ACh neurona su
izuzetno razgranate i inerviSu razliCite regione mozga, pri ¢emu u interakciji sa drugim
neurotransmiterskim sistemima imaju modulatornu, pre nego ekscitatornu ili inhibitornu funkciju
(Pasquini i sar., 2021). Svoju modulatornu ulogu ACh sistem ostvaruje tako $to menja ekscitabilnost
neurona, utice na presinapticko otpustanje neurotransmitera i koordinira aktivnost grupe neurona, pri
¢emu krajnji efekat (ekscitacija ili inhibicija) zavisi od mesta oslobadanja acetilholina, tipa receptora
i ciljne neuronske populacije (Picciotto i sar., 2012).

Neurodegenerativne bolesti poput PB mogu ugroziti integritet ACh sistema. Dosadasnja
istrazivanja ukazuju da je disfunkcija i degeneracija kortikalnog i subkortikalnog ACh sistema
povezana sa kompleksnom patologijom kognitivnih, posturalnih i lokomotornih poremecaja koji se
javljaju kod pacijenata sa PB. Naime, neuropatoloske studije, kao i in vivo studije oslikavanja mozga
sugeri$u da je poremecaj centralne ACh transmisije u PB povezan sa kognitivnim poremecajima,
problemima u hodu, smrzavanjem hoda, ¢estim i naglim padovima, RBD-om, neuropsihijatrijskim
manifestacijama i olfaktornom disfunkcijom (Pasquini i sar., 2021). Patologija bazalnog prednjeg
mozga se javlja istovremeno sa nigrostrijatnom denervacijom, a degeneracija NB jedra je povezana
sa visokim rizikom od razvoja kognitivnih poremecaja i demencije (Bohnen i Albin, 2011). Nasuprot
tome, patologija u pontinskim jedrima moze se javiti i nekoliko godina pre pojave motorickih
simptoma PB (Boeve i sar., 2007), a atrofija PPT jedra je povezana sa poremec¢ajima hoda i ravnoteze,
Cestim padovima i RBD-om (Bohnen i Albin, 2011). Disfunkcije ACh i DA sistema, zajedno sa
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disfunkcijom drugih neurotransmiterskih sistema, doprinose nastanku niza klini¢kih manifestacija PB
1 stoga se ,,holinergicki fenotip* moze identifikovati kod pacijenata koji imaju kognitivna oStecenja,
padove i RBD (Pasquini i sar., 2021).

1.4.1.1 PPT jedro

PPT jedro je heterogena struktura mozdanog stabla, sastoji se od glutamatergicnih,
holinergic¢kih, GABA-ergi¢nih i glicinergi¢kih neurona (Chambers i sar., 2020; Pienaar i van de Berg,
2013) koji koeksprimiraju razli¢ite neuropeptide i neuromodulatore (azot-oksid, supstancu P,
atriopeptin, NADPH dijaforazu, proteine koji vezuju kalcijum kao 1 faktor oslobadanja
kortikotropina) (Austin i sar., 1995; Chambers i sar., 2020; D’Onofrio i sar., 2015; Martinez-Gonzalez
i sar., 2014; Standaert i sar., 1986; Vincent i sar., 1983). Jedro je funkcionalno podeljeno na dve
komponente, rostralni deo, ranije ozna¢avan kao PPT pars dissipata (PPTd, lat. nucleus tegmentalis
pedunculopontinus pars dissipata), koji sadrzi difuzno rasporedene GABA-ergicke, glutamatergicke
i retke ACh neurone i kaudalni deo, ranije ozna¢avan kao PPT pars compacta (PPTc, lat. nucleus
tegmentalis pedunculopontinus pars compacta), koji se sastoji uglavnom od kompaktno rasporedenih
ACh i glutamatergickih neurona (Chambers i sar., 2020; Dautan i sar., 2016).
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Slika 1.4. Aferentno-eferentne veze PPT jedra. Sematski prikaz aferentnih veza (crno) i eferentnih
holinergic¢kih (plavo), GABA-ergickih (Zuto) i glutamatergickih (crveno) veza PPT jedra.

ACh — acetilholin/holinergicke projekcije; AMY — corpus amygdaloideum; Cx — cortex cerebri;
DCN — nuclei cerebellares; FR — formatio reticularis; GABA — gama-aminobuterna kiselina; Glu —
glutamat/glutamatergicke projekcije; Gi — nucleus gigantocellularis; GP — globus pallidus; HT —
hypothalamus; PAG — substantia grisea periaqueductalis; PnO — nucleus pontinus oralis; PPT —
nucleus tegmentalis pedunculopontinus; RN — nuclei raphes; SNpc —pars compacta substantiae
nigrae; SNpr —pars reticulata substantiae nigrae; STN — nucleus subthalamicus; SC — colliculus
superior; Str — striatum; TB — telencephalon basale; Th — thalamus; VTA — area tegmentalis
ventralis. Sema je kreirana koris¢enjem platfome Biorender uz dozvolu izdavaca Elsevier;
Neurobiology of Disease; Nowacki i sar., 2019; ©2019.
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Aksoni pojedina¢nih neurona PPT jedra su izuzetno razgranati i inerviSu udaljene mozdane
regione u okviru srednjeg mozga, prednjeg mozga i donjeg dela mozdanog stabla (Slika 1.4).
Rostralni deo jedra $alje projekcije prvenstveno u motorne strukture, ukljucujuci substantia nigra
(SN) i dorzolateralni strijatum, kao i na talamus, dok se kaudalni deo projektuje na limbicke strukture
poput VTA (lat. area tegmentalis ventralis), dorzomedijalnog strijatuma i NAc koje igraju klju¢nu
ulogu u procesima nagrade i motivacije (Chambers i sar., 2020; Dautan i sar., 2016). Pored toga,
neuroni PPT jedra Salju silazne projekcije u jedra malog mozga, zatim i u strukture koje ucestvuju u
modulaciji pokreta i odrzavanju misi¢nog tonusa poput struktura mozdanog stabla kao $to su nucleus
pontinus oralis i nucleus gigantocellularis, i u kicmenu mozdinu (Chambers i sar., 2020; Martinez-
Gonzalez i sar., 2014; Spann i Grofova, 1989). Projekcije neholinergickih neurona su daleko manje
razgranate i uglavnom su usmerene na srednji mozak i produzenu mozdinu (Mena-Segovia i Bolam,
2017).

Na osnovu $iroko rasprostranjenih veza sa drugim strukturama mozga i ki¢mene mozdine,
PPT jedro je ukljuceno u niz neurofizioloskih procesa — motoric¢ke funkcije, regulisanje pobudenosti
i ciklusa budnost-spavanje, procesuiranje senzornih informacija i kognitivne funkcije (Mena-Segovia
i Bolam, 2017). PPT jedro ucestvuje u generisanju i odrzavanja brzih ritmova kore velikog mozga,
karakteristiénih za budnost i REM spavanje, doprinosi procesu senzorne integracije i obradi
informacija. Zahvaljuju¢i svojim projekcijama ka balaznom prednjem mozgu i talamusu, PPT jedro
integriSe funkcije kortikalnog i talamo-kortikalno ACh sistema ¢ime kontroliSe njihov sinergisticki
uticaj na aktivaciju kore velikog mozga (Dringenberg i Olmstead, 2003). Kada je u pitanju regulacija
spavanja, posebno je vazna uloga PPT jedra u kontroli REM spavanja (Lu i sar., 2006). Naime, PPT
jedro ima centralnu ulogu u regulaciji celokupnog REM fenomena, ukljucujuéi i motornu kontrolu
(REM atonija). Svaka komponenta REM fenomena, generisana od strane specifiénih subpopulacija
neurona (aktivacija kore velikog mozga, hipokampalni teta ritam, ponto-genikulo-okcipitalni (PGO)
talasi, brzi pokreti o¢nih jabulica, miSi¢na atonija, disregulacija disanja i sranog ritma) je
modulisana od strane PPT jedra (Datta i McLean, 2007). Zahvaljujuéi reciproénim vezama sa
strukturama BG, posebno sa izlaznim jedrima i subtalami¢kim jedrom (STN, lat. nucleus
subthalamicus), PPT jedro uti¢e na aktivnost BG. Ova veza je od izuzetne vaznosti za fiziolosku
funkciju obe strukture. Istovremeno sa kontrolnom funkcijom, PPT jedro ima relejnu funkciju jer

predstavlja strukturu preko koje BG ostvaruju vezu sa kitmenom mozdinom (Mena-Segovia i sar.,
2004).

ACh neuroni takode podlezu neurodegeneraciji u PB. Neuropatoloske studije su potvrdile
znacajan gubitak (40% — 50%) ACh neurona u PPT jedru pacijenata sa PB (Hirsch i sar., 1987; Rinne
i sar., 2008) 1 direktno povezale motoricke simptome poput akinezije 1 poremecaja hoda, ravnoteze i
Cestih padova sa ACh deficitom (Bohnen i sar., 2013). Smanjena ACh inervacija talamusa kod PB
pacijenata koji su skloni padovima (Bohnen i sar., 2012), kao i drasticno smanjenje broja padova
nakon terapije inhibitorima acetilholinesteraze (Chung i sar., 2016), dodatno potvrduju povezanost
izmedu naruSenog integriteta ACh sistema PPT jedra i poremecaja hoda, kao i posturalne
nestabilnosti. Pored toga, subkortikalna ACh denervacija na nivou talamusa povezana je i sa RBD-
om (Bohnen i Albin. 2011).

1.4.2 Dopaminergicki sistem

Dopamin je neurotransmiter koji igra klju¢nu ulogu u funkcionisanju nervnog sistema i
ukljucen je u brojne fizioloske procese koji obuhvataju regulaciju voljnih pokreta, kognitivne funkcije
i memoriju, modulaciju raspoloZenja, kontrolu apetita, regulacija endokrinog sistema i regulaciju
ciklusa spavanja i budnosti (Speranza i sar., 2025). Kao deo mezolimbickog sistema za nagradivanje
DA sistem je kljucan za osec¢aj zadovoljstva i motivaciju (Salamone i Correa, 2012). DA se sintetiSe
u kateholaminskim neuronima kao intermedijer tokom formiranja noradrenalina i adrenalina (Stokes
i sar., 1999; Zhou i sar., 2023).
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DA neuroni Cine heterogenu grupu celija lokalizovanih u srednjem mozgu, medumozgu 1
olfaktornim bulbusima. Iako nisu preterano brojni, ovi neuroni su izuzetno razgranati i imaju snazan
uticaj na brojne funkcije mozga. Skoro svi DA neuroni nalaze se u ventralnom delu srednjeg mozga
grupisani u okviru SNpc jedra, VTA regiona i retrorubralnog polja (Arias-Carrion i sar., 2010;
Bjorklund i Dunnett, 2007). Projekcije ovih neurona idu ka medijalnom snopu prednjeg mozga (MFB,
lat. fasciculus medialis telencephali) i unutrasnjoj cauri (ic, lat. capsula interna), odakle dalje
divergiraju ka ciljnim strukturama. Generalno, DA sistem srednjeg mozga je organizovan u tri
transmisiona puta (Hung i Lee, 1998; Moore i Bloom, 1978; Sanjari Moghaddam i sar., 2017):

(1) nigrostrijatni (mezostrijatni) put koji je pretezno uklju¢en u motornu kontrolu —
projekcije koje dominantno polaze iz SNpc-a do strijatuma (repato jedro — NC, lat. nucleus
caudatus i putamen — lat. putamen);

(2) mezolimbi¢ki put koji primarno reguliSe emocionalna stanja — projekcije koje
dominantno polaze od VTA do NAc;

(3) mezokortikalni put koji reguliSe vise kognitivne (poput paznje, radne memorije,
donosenja odluka, planiranja i kontrole ponasanja) i izvr$ne funkcije — projekcije koje
dominantno polaze od VTA ka kori velikog mozga, naro¢ito PFC.

Disfunkcija DA sistema povezana je sa mnogim patoloSkim stanjima, ukljuc¢ujué¢i PB (Zhou i
sar., 2023). Mehanizam kojim DA doprinosi neurodegeneraciji je izuzetno sloZzen. Glavna patoloska
karakteristika PB je progresivni gubitak DA neurona i posledi¢no smanjenje nivoa DA u SNpc jedru
i strijatumu. Poremecaj sinteze, vezikularnog skladistenja, transporta i metaboli¢ke razgradnje DA su
faktori koji promoviSu neurodegeneraciju DA neurona u razli¢itim modelima PB. Poznato je da
poremecaj funkcije mitohondrija i oksidativni stres znacajno doprinose razvoju PB. Specifican
oksidativni stres u DA neuronima nastaje autooksidacijom citosolnog DA pri ¢emu se stvaraju hinoni
i slobodni radikali koji dovode do smrti DA neurona (Zhou i sar., 2008; Zhou i Lim, 2009; Zhou i
sar., 2023).

1.4.2.1 SN jedro

Crna supstanca (lat. substantia nigra — SN) je DA jedro srednjeg mozga koje ima kljué¢nu
ulogu u modulaciji pokreta i1 funkcijama nagradivanja kao deo mreze BG (Hodge 1 Butcher, 1980).
Jedro je funkcionalno i morfoloski podeljeno na dva dela: pars compacta (SNpc, lat. pars compacta
substantiae nigrae) koji sadrzi DA neurone i pars reticulata (SNpr, lat. pars reticulata substantiae
nigrae) sa inhibitornim GABA-ergickim neuronima. DA deo jedra (SNpc) se projektuje na dorzalni
strijatum 1 klasi¢no se smatra primarnim ulazom u kolo BG. Ove projekcije se oznacavaju kao
nigrostrijatni put i imaju vazu ulogu u motornoj kontroli. GABA-ergi¢ki deo jedra (SNpr) se
projektuje na talamus i predstavlja izlaz iz BG (Guatteo i sar., 2009).

BG predstavljaju grupu medusobno povezanih subkortikalnih jedara koja kontroliSu funkcije
kao Sto su voljni pokreti, planiranje, emocije i sistem nagradivanja, pa ¢ak i kognicija i memorija
(Lanciego i sar., 2012). BG pored SN ¢ine joS i strijatum (dorzalni strijatum: putamen i NC); ventralni
strijatum: NAc i olfaktorne tuberkule), STN i bledo jedro (GP, globus pallidus) koje sadrzi unutrasnji
(GPi, lat.globus pallidus internus) i spoljasnji deo (GPe, lat. globus pallidus externus). Svaka od ovih
struktura ima slozenu anatomsku, funkcionalnu i neurohemijsku organizaciju. BG su anatomski i
funkcionalno podeljene u krugove koji obraduju razli¢ite tipove informacija. Osnovni neuronski krug
zaduZen za finu kontrolu voljnih pokreta, povezuje mozdanu koru, strijatum, palidum i ponovo se
vra¢a na mozdanu koru. Generalno, strijatum i STN predstavljaju glavni ulaz u BG (primaju
ekscitatorne glutamatergicke projekcije korteksa i talamusa), dok GPi (zajedno sa SNpr) predstavlja
izlaz 1z BG koji je iskljucivo inhibitorni 1 koji se preko talamusa dalje projektuje na motornu koru
(Sanjari Moghaddam i sar., 2017). Palidum (GPe i GPi ) povezuje ulaz i izlaz BG i ima veoma vaznu
funkciju u modulaciji motornog obrasca. SNpc, kao deo ovog sistema, ima ulogu u modulaciji
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aktivnosti BG. DA neuroni iz ove strukture ostvaruju sinapticke projekcije ka dvema odvojenim
populacijama neurona. Prvu populaciju ¢ine neuroni koji eksprimiraju D1 receptore i formiraju
inhibitorne projekcije ka GPi, ¢ime u¢estvuju u direktnom putu BG. Drugu populaciju predstavljaju
neuroni koji eksprimiraju D2 receptore i formiraju projekcije preko GPe, koji dalje inhibira STN,
¢inedi indirektan put BG. BG prvenstveno funkcioni$u po principu dezinhibicije. Direktan put dovodi
do direktne inhibicije GPi, dok indirektni put posredno dovodi do stimulacije GPi. Interakcija ova
dva puta uspostavlja ravnotezu aktivnosti u GPi, koja je klju¢na za regulaciju iniciranja motorickog
odgovora. GPi se kao glavno izlazno jedro BG projektuje ka motorickim jedrima talamusa i na taj
nacin ucestvuje u kontroli pocetka motorickog odgovora. U zavisnosti od balansa izmedu
ekscitatornog direktnog puta i inhibitornog indirektnog puta, odgovor moze biti ili inhibicija
nezeljenog motorickog odgovora, putem inhibicije talamickih jedara ili dezinhibicija motorickog
izlaza, ¢ime se talamusu omoguéava da stimulise motornu koru (Sonne i sar. 2024). Na Slici 1.5 je
prikazana ova slozena fizioloSka i anatomska organizacija BG.

Ostecenje ili disfunkcija BG dovodi do poremecaja pokreta, ali moze uzrokovati i znacajne
deficite u drugim nervnim funkcijama kao $to su kognicija, percepcija i intelektualne funkcije (Fazl
i Fleisher, 2018). Odavno je poznato da degeneracija nigrostrijatnog puta vodi u PB. Selektivno
odumiranje DA neurona u SNpc jedru i smanjenje strijatnog DA dovodi do pojave motoric¢kih
simptoma PB. Gubitak DA i sinapticke promene predstavlja klju¢ni patofizioloski mehanizam koji
dovodi do disfunkcije kortiko-strijatnih veza (Zhou i sar., 2023). Narusena neurohemijska interakcija
izmedu elemenata BG i narusen balans izmedu direktnog i indirektnog puta, sa prekomernom
aktivnos¢u indirektnog puta (manjak dezinhibicije) i smanjenom aktivnos¢u direktnog puta
(povecanje inhibicije), dovodi do pada aktivnosti korteksa i porasta neadekvatne kortikalne aktivnosti
Sto dovodi do hipokinetskog poremecaja (Calabresi 1 sar., 2014).
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Slika 1.5. Sematski prikaz anatomske i funkcionalne organizacije bazalnih ganglija.



Cx — cortex cerebri; SNpc — pars compacta substantiae nigrae; GPe — globus pallidus externus; GPi
— globus pallidus internus; STN — nucleus subthalamicus; Str — striatum; Th — thalamus. Sema je
napravljena uz pomo¢ Biorender platforme.

1.4.3 GABA-ergicki sistem

GABA je glavni inhibitorni neurotransmiter centralnog i perifernog nervnog sistema c¢ija je
osnovna funkcija regulacija ekscitatorno/inhibitornog (E/I) balansa u mozgu (Alharbi i sar., 2024).
Kao jedan od najrasprostranjenijih neurotransmitera, GABA je prisutna u skoro svim mozdanim
regionima, posebno u hipokampusu, talamusu, BG, hipotalamusu i mozdanom stablu. Smatra se da
GABA ucestvuje u oko 40% inhibitornih sinapsi (Ochoa de la Paz i sar., 2021) i da je primarno
oslobadaju lokalni interneuroni u cilju regulacije kortikalnih i subkortikalnih neuronskih mreza.
GABA-ergicka signalizacija moduliSe Siroki spektar fizioloSkih funkcija ukljucujuéi senzornu
percepciju, obradu informacija, kognitivne funkcije, kao i spavanje (Blaszczyk, 2016).

Svoju inhibitornu funkciju GABA ostvaruje preko dva osnovna tipa receptora, jonotropnih
GABAA i GABAC receptora (ligand-zavisan CI jonski kanal; GABAAR i GABACR) i metabotropnog
GABAg receptora (vezan za G protein; GABAgR) (Mahul-Mellier i sar., 2020). Aktivacija GABAAR
izaziva brzu inhibiciju sinapti¢ke transmisije usled hiperpolarizacije postsinapticke membrane. U
slu¢aju GABAgR, odgovor je spora i produzena inhibicija. Medutim, u zavisnosti da li se radi o
presinaptiC¢kom ili postsinaptickom GABAgR, krajnji efekat moZe biti inhibicija ili dezinhibicija
sinapticke aktivnosti (Ochoa-de la Pazl i sar., 2021).

GABA je glavni neurotransmiter spavanja (Gottesmann, 2002; Saper i Fuller., 2017).
Regulacija spavanja je izuzetno sloZena i ukljucuje mnoge neurotransmiterske sisteme medu kojima
GABA-ergicki sistem zauzima posebno mesto. Naime, spavanje zapoCinje aktivacijom GABA-
ergi¢kih neurona VLPO jedra koji dalje inhibiraju specifi¢ne populacije neurona, zaduZzene za
regulaciju budnosti (histaminergicki neuroni tuberomamilarnog jedra, oreksin/hipokretin neuroni
lateralnog hipotalamusa, noradrenergic¢ki neuroni LC, serotonergicki neuroni DR, ACh neuroni
PPT/LDT jedra). GABA na ovaj nacin suprimira oslobadanje ekcitatornih neurotransmitera budnosti
1 podstice spavanje, posebno NREM spavanje (Lu i sar., 2006). Poznato je da GABA agonisti poput
barbiturata i benzodiazepina koji se ve¢ decenijama koriste u klinickoj praksi za leGenje insomnije,
pojacavaju GABA efekat u mozgu i doprinose poboljSanju kvaliteta sna (Gottesmann, 2002). Pored
toga, GABA agonisti se koriste i u analgeziji 1 anesteziji. Supstance poput propofola i
pentobarbiturata spadaju u GABA anestetike koji svoju sedativnu i hipnoti¢ku aktivnost ostvaruju
aktiviranjem endogenog puta za regulaciju NREM spavanja (Nelson i sar., 2002).

GABA-ergicki sistem ima veoma veliki i fizioloski i patofizioloSki znacaj. Naime, GABA
disregulacija je uzrok mnogih neuroloSkih i psihijatrijskih poremecaja, kao Sto su epilepsija,
anksioznost, Sizofrenija, depresija, alkoholizam, zatim poremecaji spavanja kao §to je insomnija, kao
i neurodegenerativnih bolesti poput fronto-temporalne demencije, Hantingtonove horee, AB i PB. Sa
druge strane, modulacija GABA-ergicke transmisije je osnova mnogih farmakoloskih tretmana koji
se intenzivno koriste u neurologiji, psihijatriji i anesteziji (Zhang i sar., 2021).

Disfunkcija GABA-ergickog sistema je vazan deo patofiziologije PB. Dosadasnja istrazivanja
pokazuju da su prodromalne nemotori¢ke manifestacije PB, kao i neki motoric¢ki fenomeni bolesti,
nesumnjivo povezani sa izmenjenom GABA-ergickom neurotransmisijom (Blaszczyk, 2016;
Murueta-Goyena i sar., 2019). Smatra se da GABA ima vaznu funkciju u regulaciji inhibitornog
tonusa BG-a kao i u sprecavanju kortikalne hiperekscitacije. Nedavno je kod pacijenata sa PB
potvrdena GABA-ergicka disregulacija u BG (O’Gorman Tuura i sar., 2018), kao 1 smanjena
ekspresija dva najvaznija GABA markera (GAD-67, dekarboksilaza glutaminske kiseline-67 i PV,
Ca?*-vezujuéi protein parvalbumin), u regionu dorzolateralnog PFC (Murueta-Goyena i sar., 2019).
Pored toga, pokazano je da GABA agonisti ublazavaju motoricke simptome bolesti i Stite DA neurone
u mi§jem modelu PB (Hajj i sar., 2015; Lozovaya i sar., 2018), ublazavaju simptome RBD fenotipa
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u transgenim miSevima koji nastaje kao posledica deficita inhibicije posredovane glicinom i GABAA
receptorima (Brooks i Peever, 2011).

1.4.3.1 Parvalbuminski interneuroni

GABA-ergicki interneuroni imaju esencijalnu ulogu u odrzavanju E/I balansa u CNS-u. Ovi
neuroni pokazuju izuzetnu varijabilnost u pogledu anatomskih, molekularnih i fizioloskih svojstava.
Jedna od osnovih klasifikacija GABA neurona zasniva se na ekspresiji specificnih molekularnih
markera i prema ovoj klasifikaciji mogucée je razlikovati 5 grupa GABA-ergickih neurona koji
eksprimiraju (Nahar i sar., 2021):

1) CaZ*-vezujuéi protein parvalbumin (PV);
2 neuropeptid somatostatin (SOM);

3) neuropeptid Y (NPY);

4) vazoaktivni intenstinalni peptid (VIP);
(5) holecistokinin (CCK).

Poseban znacaj u patofiziologiji PB imaju GABA-ergicki neuroni koji eksprimiraju PV (PV+
interneuroni). PV+ interneuroni predstavljaju glavni tip GABA-ergickih inhibitornih neurona u
mozgu 1 karakterisu se kratkotrajnim akcionim potencijalima i visokom frekvencijom generisanja i
odasiljanja akcionih potencijala (Hijazi 1 sar., 2020). Ovi interneuroni su gusto povezani sa drugim
PV+ i ne-PV+ neuronima putem hemijskih i elektriénih sinapsi, i imaju funkciju u modulaciji
neuronske ekscitabilnosti. Zahvaljujuéi izuzetno razgranatoj dendritskoj mrezi PV+ interneuroni
primaju ulaze raznih aferentnih puteva, dok sa druge strane preko brojnih aksonskih zavrSetaka
ostvaruju sinapsu sa ekscitatornim neuronima, Sto skupa doprinosi integrisanoj inhibitornoj kontroli,
kako lokalnih, tako i udaljenih neuronskih mreza (Hijazi i sar., 2020; Klausberger i Somogyi, 2008;
Klausberger, 2009). Kao Ca?*-vezujuéi protein, PV reguli$e koncentraciju i metabolizam éelijskog
Ca?* i na taj nac¢in kontroliSe efikasnost inhibicije. Pored uloge u inhibiciji, PV+ interneuroni
ucestvuju i u regulaciji senzornih odgovora, generisanju i odrZzavanju gama oscilacija u hipokampusu,
ucenju i plasti¢nosti (Hu i sar., 2014; Ruden i sar., 2021). GABA-ergicki PV neuroni su klju¢ni za
procese paméenja, posebno za proces konsolidacije prostorne memorije u hipokampusu (Ognjanovski
i sar., 2017; Verret i sar., 2012; Yi i sar., 2014).

Disfunkcija PV+ GABA-ergickih inhibitornih neurona doprinosi patofiziologiji nekoliko
vaznih neuropsihijatrijskih poremecaja ukljucujuéi Sizofreniju, autizam, bipolarne poremecaje,
neurodegenerativne bolesti, starenje i kognitivne poremecaje (Hijazi i sar., 2020). Smatra se da su
promene GABA-ergickog signalnog puta u neuropatologiji PB usko povezane sa poremec¢ajem Ca?*
¢elijske signalizacije (Blaszczyk, 2016). Sve mozdane strukture, iako anatomski 1 fizioloski razlicite,
koriste isti mehanizam kontrole aktivnosti i metabolizma koji se zasniva na slozenoj interakciji
izmedu GABA/Ca?*-zavisne neurotransmisije i ¢elijskog Ca?" metabolizma. Ovim GABA/Ca**
mehanizmom se relativno brza aktivnost neurona prilagodava i uskladuje sa znatno sporijim
biohemijskim i metabolickim procesima u celiji (Blaszczyk, 2016). Aktivacija GABA receptora
rezultira dugotrajnom inhibicijom sinapti¢ke transmisije. Za to vreme voltazno-zavisni kanali za Ca?*
su blokirani, to ¢eliju §titi od Ca®* toksi¢nosti (nema daljeg influksa Ca?*) i daje joj vremena da
ukloni visak Ca?*jona. Ovaj proces je izuzetno zahtevan, kako energetski, tako i vremenski. U slué¢aju
poremecéaja mitohondrijalne funkcije, dugotrajno unutaréelijsko optere¢enje Ca?* dovodi do
oksidativnog stresa §to doprinosi daljoj neurodegeneraciji (Alharbi i sar., 2024; Blaszczyk, 2016).
Patoloska akumulacija Ca®" u kombinaciji sa agregacijom a-sin proteina oite¢uje DA neurone
izazivajuéi ekscitotoksi¢nost i apoptozu. Smatra se da je u PB odumiranje DA neurona u SNpc jedru
posledica smanjenja sposobnosti GABA-ergi¢kog sistema da regulise koli¢inu Ca?* koja ulazi u ¢elije
(Alharbi i sar., 2024; Filipovic i sar., 2013).
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1.5 Retikulo-talamicko jedro

RT jedro je veoma vazna struktura talamusa, sastavljena od tankog sloja GABA-ergickih
neurona koji su medusobno povezani hemijskim i elektricnim sinapsama i okruzuju ostala talamicka
jedra (Landisman i sar., 2002). RT jedro je jedno od naistaknutijih mozdanih jedara koje sintetiSe
GABA-u i predstavlja glavni izvor inhibicije svih talamickih jedara (Fernandez i Luthi, 2020). Pored
GABA-¢, vecina RT neurona eksprimira i PV (Lithi, 2014).

Ovo jedro generalno pokazuje veliku anatomsku, morfolosku i neurohemijsku heterogenost,
a funkcionalno je podeljeno na nekoliko delimi¢no preklapaju¢ih domena koji primaju topografski
organizovane senzorne informacije (Pinault, 2004; Vantomme i sar., 2019). Prema poreklu
subkortikalnih i kortikalnih aferentnih i1 talamickih eferentnih projekcija moguce je razlikovati: (1)
postero-dorzalni deo koji je povezan sa obradom auditornih, vizuelnih i somatosenzornih
modaliteta; (2) ventralni deo koji je ukljuen u obradu gustatornih i visceralnih informacija; (3)
anteriorni deo Kkoji je povezan sa motori¢kim i limbickim strukturama. Svaka od ovih primarnih
senzornih RT zona je topografski povezana sa razli¢itim talamickim jedrima i odgovarajué¢im
kortikalnim regionima (Vantomme i sar., 2019).

Primarne ulazne projekcije RT jedra dolaze iz korteksa i talamusa. Ove aferentne projekcije
su glutamatergicke i ekscitatorne. Pored toga, RT jedro prima GABA-ergi¢ke, ACh, serotonergicke i
DA projekcije. Masivne GABA-ergicke projekcije dolaze iz GPe (Kayahara i Nakano, 1998), SNpr
jedra (Gulcebi i sar., 2012) i neurona bazalnog prednjeg mozga (Jourdain i sar., 1989). ACh inervacija
RT jedra potice od bazalnog prednjeg mozga, PPT i LDT jedra mozdanog stabla (Beierlein, 2014).
DA inervacija dolazi iz SNpc jedra (Anaya-Martinez i sar., 2006), dok serotonergi¢ka inervacija
potic¢e od DR (Pratt i Morris, 2015). Eferentne RT projekcije idu ka svim jedrima talamusa, kao i ka
talamo-kortikalnim neuronima (TC neuroni). Projekcije ka talamusu su topografski dobro
organizovane tako da pojedina¢ni RT neuroni inerviSu ograniCene teritorije unutar pojedinacnih
jedara talamusa (Pinault, 2004; Takata, 2020).

RT jedro ima bitnu ulogu u modulaciji senzornih informacija i regulaciji talamo-kortikalnih
komunikacija. Sve senzorne informacije osim olfaktornih prolaze kroz talamus. Medutim, ovo je
jedino jedro talamusa koje se ne projektuje na korteks, iako je izuzetno inervisano od strane korteksa.
Stoga se modulacija senzornih informacija odvija kroz modulaciju informacija koje prolaze kroz
talamus preko drugih jedara. Obezbeduju¢i GABA-ergi¢ku inhibitornu kontrolu putem povratne
sprege, RT jedro kontrolie komunikaciju izmedu talamickih jedara, kao i talamo-kortikalne petlje. S
obzirom da primarne aferentne (ekscitatorne) projekcije RT jedra dolaze od korteksa i talamusa, a
eferentne (inhibitorne) projekcije idu nazad ka talamusu, RT jedro ima ulogu senzorne kapije koja
kontroliSe protok informacija ka korteksu (Takata, 2020).
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Slika 1.6. Topografska organizacija retikulo-talami¢kog jedra. Retikulo-talamicko (RT) jedro je
heterogeno jedro koje modulise lokalno spavanje kroz paralelne talamo-kortikalne petlje. (A)
Sematski prikaz koronalnog preseka mozga misa koji prikazuje anatomski polozaj RT jedra. Preuzeto
i modifikovano iz Vantomme, 2020. (B) Sematski prikaz anterionog, intermedijarnog i posteriornog
dela RT jedra kao i uloge u razli¢itim funkcionalnim modalitetima. (C) Koronalne Seme prikazuju tri
paralelne talamo-kortikalne petlje, naglasavajuci vaznost topografski razli¢itih obrazaca praznjenja
RT neurona u razli¢itim funkcionalnim zonama RT jedra, kao i njihov uticaj na lokalnu aktivnost
korteksa. Seme (B i C deo) su preuzete iz Vantomme i sar., 2019 i modifikovane.

Rt — nucleus reticularis thalami; eml — lamina medullaris externa; ic — internal capsule; ZI — zona
incerta; MD — nucleus mediodorsalis thalami; LGN — nucleus geniculatus lateralis thalami; VPLpc
— nucleus ventralis posterolateralis thalami, pars parvicellularis; VPMpc — nucleus ventralis
posteromedialis thalami, pars parvocellularis; VPM — nucleus ventralis posteromedialis thalami;
MGN - nucleus geniculatus medialis thalami.

Pored uloge u modulaciji senzornih informacija, RT jedro ima klju¢nu ulogu i u generisanju
ritmova spavanja (delta ritam — 0,5-4 Hz i sporotalasne oscilacije — < 0,5 Hz), posebno u generisanju
vretena spavanja (Pratt i Morris, 2015; Vantomme i sar., 2019). Vretena spavanja (SS, engl. sleep
spindles) su specifi¢ni obrasci mozdane aktivnosti i predstavljaju jednu od glavnih karakteristika
prelaznih NREM/REM faza spavanja. U EEG signalu SS se detektuju kao kratkotrajne (0,5 — 3 s)
sinusoidalne oscilacije u sigma frekventnom opsegu (10-15 Hz) ¢ija amplituda postepeno raste, a
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zatim opada, zbog ¢ega oblikom podsecaju na vreteno (De Gennaro i Ferrara, 2003; Fernandez i
Lithi, 2020). Njihova osnovna uloga je regulacija protoka senzornih informacija ka korteksu, ¢ime
doprinose kontinuitetu sna, konsolidaciji memorije i sinaptickoj plasti¢nosti (Fernandez i Luthi, 2020;
Fogel i Smith, 2011; Urakami, 2012). SS nastaju kao rezultat interakcije vise mozdanih regiona,
ukljucujuéi TC i RT neurone, hipokampus i neokorteks: primarno se generisu u talamusu i projektuju
ka neokorteksu, dok hipokampus aktivno ucestvuje u njihovoj funkcionalnoj integraciji, posebno
tokom procesa konsolidacije memorije (Sullivan i sar., 2014; Warby i sar., 2014). Za razliku od SS,
visokovoltazna vretena (HVS, engl. high voltage spindles) su spontane sinhronizovane oscilacije u
vidu Siljak-talas kompleksa, nalik na epileptogenu aktivnost, ali frekvencije 6-9 Hz i trajanja 1-4 s
(Buzsaki i sar., 1990). Ovaj oblik vretena je karakteristican za glodare i uglavnom se javlja tokom
mirnog budnog stanja ili u stanju imobilnosti zivotinje. Sklonost ka pojavi HVS varira medu
razli¢itim sojevima glodara, a i u okviru istog soja nisu sve jedinke podjenako podlozne pojavi ovih
vretena. Pored toga, starost zivotinje u velikoj meri korelira sa incidencom HVS (Radek i ar., 1994).
Nastanak HVS u velikoj meri zavisi od ACh i DA neuromodulatornog tonusa i njihovog uticaja na
RT kao generatora ritma (Buzsaki i sar., 1990). Karakteristike SS i HV'S vretena, ukljuc¢uju¢i njihovu
gustinu, frekvenciju i trajanje, a u slu¢aju HVS vretena i njihovu pojavu, odrazavaju integritet
neuronskih mreZa ukljucenih u njihovo generisanje (Warby i sar., 2014). Njihove izmene mogu imati
znacajnu dijagnosticku vrednost u razlic¢itim patolo§kim stanjima poput autizma (Farmer i sar., 2018),
sizofrenije (Castelnovo i sar., 2025), poremeéaja paznje sa hiperaktivnoséu (Ozbudak i sar., 2022;
Ruiz-Herrera i sar., 2021), ali i neurodegenerativnih bolesti poput AB (Weng i sar., 2020) i PB
(Christensen i sar., 2015; Latreille i sar., 2015).

U osnovi ovih oscilacija nalazi se reciprocna veza izmedu ekscitatornih TC neurona i
inhibitornih RT neurona (Steriade i sar., 1993; Pinault, 2004). Smatra se da su PV+ neuroni u RT
jedru zbog svojih elektrofizioloskih karakteristika, glavni generator vretena spavanja (Clemente-
Perez i sar., 2017). Ova neuronska mreza je takode odgovorna i za generisanje gama ritma (30-90
Hz) koji ima funkciju u modulisanju ulaznih ACh i monoaminergickih projekcija RT jedra (Pinault i
Deschénes, 1992). Osim toga, nedavno je sugerisano da RT jedro putem paralelnih talamo-kortikalnih
petlji uCestvuje i u regulaciji heterogenosti spavanja (Vantomme i sar., 2019). Naime, RT jedro prima
ekscitatorne kortikalne projekcije i deo je reciprocno i topografski povezanih talamo-kortikalnih petlji
(Vantomme i sar., 2019). U ovoj mrezi kortikalna aktivnost bi mogla da pokre¢e RT jedro koje bi za
uzvrat topografski uticalo na koru velikog mozga. Kako se RT neuroni medusobno razlikuju po
svojim elektrofizioloSkim karakteristikama (Fernandez 1 sar., 2018), a uz to imaju 1 topografski
specifi¢ne projekcije, krajnji efekat na koru velikog mozga je lokalnog karaktera (Vantomme i sar.,
2019).

Dosadasnja istrazivanja pokazuju da talamo-kortikalna funkcija mozZe biti ugroZena
neuropatologijom PB, §to moZe doprineti daljem razvoju bolesti. Naime, GABA-ergicki neuroni RT
jedra su osetljivi na promene u aktivnosti DA neurona, tako da promene DA inervacije talamusa
mogu uticati na oslobadanje GABA i inhibitornu funkciju RT jedra (Contreras-Murillo i Magdaleno-
Madrigal, 2020). Ove promene su heterogene, pocinju u premotornoj fazi parkinsonizma i mogu
uticati na mnoge nemotoricke fenomene bolesti, kao $to su poremecaji paznje, izvrSnih funkcija i
spavanja (Monje i sar., 2020).

1.6 Sinapsa i sinapticki proteini

Jedno od najvaznijih i najfascinantnijih svojstava mozga ki¢émenjaka, a naro¢ito sisara, jeste
njegova plasti¢nost, odnosno sposobnost mozga da se menja i prilagodava kao rezultat iskustva. U
osnovi ovog procesa nalazi se sinapticka plasti¢nost. Sinapsa je osnovna strukturna i funkcionalna
komponenta komunikacije izmedu neurona u mozgu i karakteriSe se dinami¢nim promenama. Ja¢ina
1 efikasnost postojec¢ih sinapsi se menjaju u zavisnosti od aktivnosti sinapticke transmisije, Sto se
oznacava kao sinapticka plasticnost. Kao rezultat neuronske aktivnosti, sinapticka transmisija moze
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biti pojacana ili smanjena u okviru postojecih sinapsi, ali se takode mogu formirati nove ili eliminisati
suvisne i stare sinapse (Citri i Malenka, 2008).

Sinapticka plasticnost je veoma osetljiva i moze biti narusena razli¢itim patoloskim stanjima.
Kako bi se obezbedio efikasan prenos informacija izmedu neurona, sinapsa mora biti anatomski
intaktna. NaruSavanje sinapticke strukture moze ozbiljno ugroziti sinapticku funkciju, $to dovodi do
izmene u aktivnosti neuronskih mreza i dalje do klinicke manifestacije bolesti. Neurodegenerativne
bolesti Cesto rezultiraju gubitkom sinaptickih veza izmedu neurona, Sto moZze biti posledica
degeneracije neurona ili poremecaja u komunikaciji izmedu neurona. Promene u strukturi i funkciji
sinaptickih veza mogu uzrokovati njihovu disfunkciju, $to moze rezultirati smanjenom sposobnoscu
neurona da prenose signale ili da komuniciraju sa drugim neuronima. Razumevanje mehanizama
sinapticke reorganizacije je od klju¢ne vaznosti za razvoj terapijskih strategija usmerenih na
usporavanje ili zaustavljanje napredovanja neurodegenerativnih bolesti.

1.6.1 Protein 2 povezan sa mikrotubulama

Neurone, kao osnovne jedinice nervnog sistema, Cija je funkcija obrada informacija,
karakteriSe slozena morfologija. Neuroni poseduju aksone i dendrite koji im omoguéavaju
uspostavljenje sinaptickih veza na visoko regulisan nacin. Osim toga, zreli neuroni su podvrgnuti
malim plasti¢nim promenama koje im sluze za regulisanje sinaptickog prenosa. Svaki korak razvoja
neurona je genetski kontrolisan endogenim determinantama, kao i signalima iz okoline, ukljucujuéi i
meducelijske kontakte, vancelijski matriks 1 difuzione signale. Komponente citoskeleta su medu
glavnim proteinskim metama koje podlezu promenama kao odgovor na vec¢inu vancéelijskih signala
koji na kraju odreduju i samu morfologiju neurona (Sanchez 1 sar., 2000).

Mikrotubule predstavljaju komponentu citoskeleta, a sastavljene su od heterodimera a- 1 3-
tubulina. Imaju centralnu ulogu u transportu organela, rastu i izduzivanju aksona i ¢elijskoj arhitekturi
u neuronima. Polimerizacija, stabilizacija i raspored mikrotubula mogu biti modulisani u interakciji
sa nizom proteina koji su povezani sa mikrotubulama (MAP, engl. microtubule associated protein).
Na osnovu molekulske tezine ovi proteini se dele u dve grupe: Tip | koja obuhvata, familiju
MAP1A/MAP1B i Tip Il koja se sastoji od neuronskih MAP2 — protein 2 povezan sa mikrotubulama
(engl. microtubule associated protein 2) i tau proteina i ne-neuronskih proteina MAP3/MAP4. U
mozgu sisara postoje dve izoforme MAP2 proteina: MAP2 visoke molekulske tezine (HMWMAP2)
i MAP2 niske molekulske tezine (LMWMAP2). HMWMAP2 se sastoji od MAP2a i MAP2b koji su
zasebno eksprimirani u neuronima, dok LMWMAP2 uklju¢uju MAP2c i MAP2d koji su prisutni u
¢elijama glije (Shin i sar., 1991; Zhang i Dong, 2012).

Jedan od glavnih mehanizama kojim se kontrolise citoskelet neurona je modifikacija putem
fosforilacije proteina, odnosno promena u relativnim aktivnostima protein kinaza i fosfataza unutar
neurona. Proteini MAP2 familije predstavljaju znacajnu i brojnu komponentu citoskeleta, ali i
supstrat za vec¢inu protein kinaza i fosfataza u neuronima (Zhang i Dong, 2012). Fosforilacija je jedna
od najvaznijih posttranslacionih modifikacija proteina mikrotubula. In vivo studije su pokazale da
fosforilacija uti¢e na sposobnost MAP2 da veze i stabilizuje mikrotubule i razvojno je regulisana.
Proces fosforilacije kontroliSu specificne protein kinaze i fosfataze, uz preciznu prostornu i
vremensku regulaciju (Sanchez i sar., 2000). Stoga MAP2 proteini predstavljaju primarne ciljeve u
kontroli neuronskog polariteta i plasti¢nosti neurona (Avila i sar., 1993; Gundersen i Cook, 1999;
Sanchez i sar., 2000).

Izmene u citoskeletu neurona mogu dovesti do poremecaja aksonskog transporta i znacajno
doprinose progresiji gubitka neurona u mozgu pacijenata sa PB (D'Andrea i sar., 2001). Pokazano je
da su u mozgovima pacijenata obolelih od AB nivoi MAP2 proteina smanjeni (Abraha i sar., 2000;
Augustinack i sar., 2002). Disfunkcija familije MAP2/tau proteina dovodi do poremecaja strukture
mikrotubula i aksonskog transporta, i posledi¢no do apoptoze neurona (Zhang i Dong, 2012).
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1.6.2 Protein postsinapticke gustine 95

Postsinapticka gustina (PSD, engl. postsynaptic density) je specijalizovana proteinska
struktura unutar dendritskih trnova ekscitatornih sinapsi koja se sastoji od receptora, kinaza,
strukturnih proteina i signalnih molekula koji u€estvuju u prenosu i obradi postsinaptickih signala
¢ime reguliSu sinapti¢ku plasti¢nost. Najzastupljeniji protein ove strukture je protein postsinapticke
gustine 95 (PSD-95, engl. postsynaptic density protein 95) koji ima ulogu u organizaciji i odrzavanju
proteinskih kompleksa unutar ¢elije. Osim toga ukljucen je u stabilizaciju i regrutovanje NMDA (N-
metil-D-aspartat) i AMPA (a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolpropionska kiselina) receptora u
postsinapticku membranu. Naime, PSD-95 interaguje sa oba tipa glutamatergickih receptora protein-
protein interakcijama i na taj nacin ucestvuje U prostornoj organizaciji glutamatergickih receptora, I
njihovom povezivanju sa postsinapti¢kim kaskadnim signalnim proteinima. PSD-95 je esencijalna
komponenta uklju¢ena u glutamatergicki prenos, sinapticku plasti¢nost i morfogenezu dendritskih
trnova tokom razvoja (Coley i Gao, 2018) i koristi se kao marker ekscitatornih sinapsi.

PSD-95 pripada MAGUK porodici membranskih proteina (MAGUK, engl.
membrane-associated guanylate kinase) Koji su povezani sa guanilat kinazom, a njegova uloga je
povezivanje ¢elijske membrane sa receptorima, kanalima i signalnim molekulima, ¢ime omogucéava
preciznu sinapti¢ku signalizaciju i plasticnost (Porras i sar., 2012). Sastoji se od 3 PDZ domena (engl.
PSD-95/discs large/zonula occludens 1), 1 SH3 domena (engl. SRC homology 3) i 1 GK domena
(engl. guanylate kinase-like). Ovi domeni su organizovani u dva nezavisna supramodula (prvi sadrzi
2 PDZ domena, a drugi sadrzi tre¢i PDZ, SH3 i GK domen). Ovi supramoduli mogu modulisati
afinitet vezivanja liganda putem intra- i interdomenskih dinamika (Levy i sar., 2022).

PSD-95 je kljucan za sazrevanje hipokampalnih neurona tokom razvi¢a. Naime, tokom
razvoja hipokampusa ekspresija PSD-95 proteina se povecava u postsinaptiCkom odeljku, gde je
neophodan za ucvrséivanje glutamatergickih receptora i drugih sinaptickih komponenti kao $to su
signalni i citoskeletni proteini i adhezioni molekuli (Mardones i sar., 2019). Promene u ekspresiji
PSD-95 proteina, njegovoj distribuciji ili protein-protein interakcijama doprinose sinapti¢koj
disfunkciji s§to predstavlja jedan od najranijih i centralnih patofizioloskih dogadaja u brojnim
neuroloskim i psihijatrijskim poremecéajima (Sheng i Kim, 2011). Smanjena PSD-95 ekspresija,
posebno u regionu PFC i hipokampusa, je povezana sa neuropsihijatrijskim poremecajima kao $to su
depresija (Silva i sar., 2024), Sizofrenija i autizam (Coley i Gao, 2019). Izmene u ekspresiji PSD-95
proteina povezane su i sa AB, gde je smanjena ekspresija PSD-95 proteina zabelezena, kako u
mozdanom tikivu mi§jih modela AB, tako 1 u mozdanom tkivu obolelih od AB. Istovremeno,
eksperimentalni podaci ukazuju da povecanje ekspresije PSD-95 moze imati protektivni efekat i
ublaziti AB-indukovanu sinapti¢ku toksic¢nost i spreciti gubitak sinapsi izazvan toksi¢nosc¢u Ap (Dore
i sar., 2021). Nasuprot tome u modelu L-DOPA (L-3,4-dihidroksifenilalanin ili levodopa) indukovane
diskinezije (LID), nivoi PSD-95 proteina u strijatumu su povecani, a uoCava se prekomerna
signalizacija putem dopaminergickih (D1) i glutamatergickih (NMDA) receptora koja za posledicu
ima neZeljene pokrete. Ustanovljeno je da PSD-95 stabilizuje oba tipa receptora, a da smanjenje ili
blokada njegove interakcije sa D1 receptorima moze smanjiti diskineziju, bez smanjenja efekta L-
DOPA terapije (Porras i sar., 2012).

1.7 Animalni modeli neuropatologije Parkinsonove bolesti

Upotreba Zivotinja kao modela humane anatomije i fiziologije datira jo$ iz antickog perioda.
Ovakva komparativna istrazivanja, koja su u velikoj meri bila opservaciona, su tokom istorije
dovodila do velikih otkri¢a i doprinosila boljem razumevanju ljudske fiziologije. Vremenom se sa
prostog posmatranja preSlo na eksperimentalnu upotrebu Zivotinja, a istrazivanja su se postepeno
usmeravala ka izucavanju bolesti kod ljudi i njihove patofiziologije. Danas je upotreba
eksperimentalnih Zivotinja Siroko rasprostranjena, posebno u biomedicini i translacionim studijama,
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gde eksperimentalni modeli Cesto predstavljaju neizostavni deo istrazivanja. Upotreba ovakvih
modela pre svega omogucava istrazivanja koja nisu moguc¢a na ljudima, doprinosi boljem
razumevanju patofizioloskih mehanizama bolesti i pruza mogucénost za razvoj novih farmakoloskih
pristupa u terapiji, inovativnih strategija lecenja i efikasniju prevenciju.

Kvalitet eksperimentalnog modela pre svega zavisi od komplementarnosti modela sa
humanom patologijom koja je predmet istrazivanja (slicna etiologija, simptomi, patofizioloski
mehanizam, kao i odgovor na terapiju), ali i od morfoloske i fizioloSke sli¢nosti izabrane vrste sa
morfologijom i fiziologijom ¢oveka. Nazalost, vecina eksperimentalnih modela ispunjava samo deo
ovih uslova. Stoga je finalni izbor najadekvatnijeg eksperimentalnog modela na istrazivacu i zavisi
od konkretnih ciljeva istrazivanja, a ekstrapolacija dobijenih rezultata mora uzeti u obzir sve prednosti
i nedostatke izabranog modela (Blesa i Przedborski, 2014).

Postoji vise razli¢itih eksperimentalnih modela PB koji se koriste u istrazivanjima i koji se na
osnovu metodoloskog pristupa mogu podeliti u dve osnovne grupe: neurotoksi¢ne i genetske
modele. Neurotoksi¢ni modeli, zasnovani su na sistemskoj ili lokalnoj primeni toksina koji direktno
ili indirektno izaziva neurodegeneraciju specifi¢énih populacija neurona, u ovom slucaju DA neurona.
Najcesce korisc¢eni neurotoksini su: 6-OHDA (6-hidroksidopamin), MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridin), LPS (lipopolisaharid) i rotenon, kao i hemijska sredstva koja se koriste u
poljoprivredi, poput parakvata i maneba. Genetski modeli nastali su manipulacijom gena uklju¢enih
u patologiju naslednih oblika PB (SNCA, PARKIN, PINK1 Dj1, PARK7, GBA, LRRK2). Medutim,
nijedan od trenutno dostupnih eksperimenalnih modela nije potpuno komplementaran patologiji PB.
Naime, modeli selektivnih neurotoksi¢nih lezija izazivaju snazan i brz gubitak DA neurona, kao i
ispoljavanje motorickih simptoma bolesti i promene u ponasanju, ali izostaje LB patologija. Nasuprot
tome, genetski modeli dobro oslikavaju osnovne molekularne mehanizme patologije proteina, i
postepeni razvoj bolesti, ali ne izazivaju degeneraciju DA sistema (Blesa i Przedborski, 2014). Pored
toga, patologija PB kao multisistemskog neurodegenerativnog poremecaja nije ograni¢ena samo na
DA sistem, ve¢ ukljucuje neurodegenerativne promene i drugih neurotransmiterskih sistema. Stoga
su modeli koji su zasnovani na neurodegenearciji ne-DA neurona, kao na primer model holinopatije
PB (Petrovic i sar., 2013a), od posebne vaznosti u istrazivanjima ove kompleksne neurodegenerativne
bolesti.

Modeli neurotoksicnih lezija su eksperimentalni modeli koji se naj¢esce koriste za istraZivanje
patogeneze PB i koji su ujedno pogodni za proucavanje poremecaja spavanja, neuropsihijatrijskih i
kognitivnih deficita u PB (McDowell i Chesselet, 2012; Blesa i Przedborski, 2014; Ciric i sar., 2019).
Prednosti ovih modela ogleda se u specificnosti i selektivnosti. Specifi¢na selektivna lezija postiZe se
izborom odgovarajueg neurotoksina koji ¢e izazvati neurodegenearciju odredene neuronske
populacije, odnosno odredenog tipa neurona. Dodatna selektivnost moze se posti¢i koriS¢enjem
tehnike stereotaksic¢ki navodene mikroinfuzije koja omogucava precizno i kontrolisano ubrizgavanje
neurotoksina u odredeno podru¢je mozga (Bové i Perier, 2012; Cannon i Greenamyre, 2010; EI-
Gamal i sar., 2021).

Jedan od najcesce koriS¢enih neurotoksi¢nih modela PB je lezija nigrostrijatnih DA neurona
primenom neurotoksina 6-OHDA kod pacova (Ungerstedt, 1968). Kao selektivni kateholaminski
neurotoksin, 6-OHDA izaziva oSte¢enje ne samo DA, ve¢ i noradrenergi¢kih neurona. Zastita
noradrenergickog sistema i selektivno oSte¢enje DA sistema postize se istovremenom primenom
dezipramina (Schwarting i Huston, 1996). 6-OHDA se naj¢eSc¢e ubrizgava unilateralno u SNpc jedro,
MFB, strijatum (Blandini i sar., 2008; Blesa i Przedborski, 2014) ili intraventrikularno (Rodriguez
Diaz i sar., 2001). Stepen i brzina razvoja DA neurodegeneracije zavisi od mesta i nacina lezije.
Mikroinfuzija 6-OHDA u SNpc i MFB izaziva masovnu i brzu degeneraciju DA neurona tokom
nekoliko dana. Za razliku od toga, strijatna mikroinfuzija izaziva sporu progresivnu retrogradnu DA
neurodegeneraciju u SNpc i VTA regionu tokom perioda od nekoliko nedelja. Generalno,
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presinapticki aksonski zavrSeci pokazuju vecu osetljivost na 6-OHDA u poredenju sa ostatkom
aksona i telima neurona (Blesa i Przedborski, 2014).

Pored modela zasnovanog na primeni 6-OHDA, u istrazivanju PB Cesto se koriste i drugi
neurotoksi¢ni modeli koji izazivaju selektivnu degeneraciju DA neurona nigrostrijatnog puta. Jedan
od najznacajnijih medu njima je model zasnovan na primeni neurotoksina MPTP. MPTP prolazi
krvno-mozdanu barijeru i u astrocitima se metaboliSe pomocu enzima monoamin-oksidaze B u
aktivni metabolit MPP+ (1-metil-4-fenilpiridinijum). Ovaj metabolit selektivno preuzimaju DA
neuroni putem transportera za DA, gde inhibira mitohondrijalni kompleks I respiratornog lanca, $to
posledi¢no dovodi do poremecaja energetske homeostaze, povecane produkcije reaktivnih vrsta
kiseonika i kona¢no degeneracije neurona (Blesa i sar., 2014; Saponjic i sar., 2024). LPS izaziva
selektivnu degeneraciju DA neurona u SN sli¢no 6-OHDA i MPTP, a primarni mehanizam nije
direktna citotoksi¢nost, ve¢ aktivacija mikroglije i neuroinflamacija (Saponjic i sar., 2024). Jos jedan
od znacajnih neurotoksi¢nih modela zasniva se na primeni pesticida rotenona, koji takode deluje kao
inhibitor mitohondrijalnog kompleksa I. Sistemska primena rotenona dovodi do progresivne
neurodegeneracije DA neurona, smanjenja nivoa DA u strijatumu i pojave motorickih simptoma
karakteristi¢nih za PB. U eksperimentalnim istrazivanjima koriste se i modeli zasnovani na primeni
parakvata koji je herbicid 1 maneba koji je insekticid, koji takode izazivaju oksidativni stres i
ostecenje DA neurona. Iako ovi modeli imaju odredena ogranicenja u pogledu reprodukcije
kompletne patologije PB, predstavljaju znac¢ajan alat za proucavanje uloge faktora zivotne sredine u
nastanku neurodegeneracije (Blesa i sar., 2014; Saponjic i sar., 2024).
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2 CILJEVIISTRAZIVANJA




U cilju boljeg razumevanja multisistemskog karaktera PB kao i jo§ uvek nerazjas$njenih
kompleksnih mehanizama neurodegeneracije, posebno patofizioloSkih mehanizama prodromalne
faze bolesti, predmet istrazivanja ove doktorske disertacije bio je ispitivanje ¢elijske (promena broja
PV+ interneurona) i sinapticke (ekspresija MAP2 i PSD-95 proteina) osnove prodromalnih
poremecaja spavanja 1 memorijskih funkcija u razliCitim eksperimentalnim modelima
neuropatologije PB.

Glavni cilj ovog istrazivanja je bio da u uslovima indukovane neurodegeneracije, izazvane
selektivnom lezijom dopaminergi¢kog i/ili holinergi¢kog sistema, utvrdi znacaj PV+ interneurona i
sinapticke reorganizacije na pocetku neuropatologije i tokom njene progresije.

U skladu sa glavnim ciljem istrazivanja ove doktorske disertacije postavljeni su sledeéi ciljevi:

@ Ispitivanje poremecaja spavanja kao ranih nemotorickih manifestacija U razli¢itim
eksperimentalnim modelima PB na pocetku neuropatologije analizom:

o arhitekture spavanja (duzina trajanja svih faza spavanja);

o dinamike epizoda spavanja (broj i trajanje epizoda svake faze spavanja);

o EEG mikrostrukture NREM/REM faze spavanja (vrednost relativnih amplituda svih
konvencionalnih EEG ritmova);

o dinamike vretena spavanja (gustina, unutrasnja frekvencija i trajanje vretena
spavanja);

@ Ispitivanje poremecaja memorijskih funkcija kao nemotori¢kih manifestacija u razli¢itim
eksperimentalnim modelima PB na pocetku neuropatologije i tokom njene progresije
analizom promena u prostornoj i neprostornoj hipokampus-zavisnoj memoriji;

® Ispitivanje promena u broju PV+ interneurona u hipokampusu i RT jedru kao ¢elijske osnove
lokalnih prodromalnih poremecaja spavanja i poremecaja memorijskih funkcija u razli¢itim
eksperimentalnim modelima PB tokom progresije neuropatologije;

@ Ispitivanje izmena u ekspresiji MAP2 i PSD-95 proteina (sinaptiC¢ka reorganizacija)
hipokampusa i RT jedra kao sinapticke osnove lokalnih prodromalnih poremecaja spavanja i
poremecaja memorijskih funkcija u razliitim eksperimentalnim modelima PB tokom
progresije neuropatologije;

® Detaljna analiza dinamike izmena c¢elijske osnove i sinapticke reorganizacije hipokampusa i
RT jedra u razli¢itim eksperimentalnim modelima PB tokom progresije neuropatologije.
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3 MATERIJAL I METODE




3.1 Eksperimentalne Zivotinje

Za eksperimentalni deo doktorske disertacije kori§¢eni su odrasli muzjaci pacova Wistar soja,
starosti 2-2,5 meseca i proseéne tezine od 250 do 290 grama. Zivotinje su dobijene iz uzgajalista
Instituta za bioloska istrazivanja ,,SiniSa Stankovic¢“, Instituta od nacionalnog znacaja za Republiku
Srbiju, Univerziteta u Beogradu. Zivotinje su gajene u standardnim uslovima koji podrazumevaju
grupni smestaj u kavezima sa prostirkom od sterilisane strugotine (2-3 zivotinje po kavezu),
konstantnu temperaturu 23 + 2 °C, relativnu vlaznost vazduha 60%-70%, svetlosni rezim 12 h
svetlo/12 h mrak i slobodan pristup vodi i hrani. Nakon operacije i tokom eksperimentalnog protokola
zivotinje su bile individualno smestene u providne kaveze od pleksiglasa (dimenzija 30 x 30 x 30
cm).

Upotreba zivotinja i eksperimentalni protokol ove doktorske disertacije odobreni su od strane
Eticke komisije za zastitu dobrobiti oglednih zivotinja Instituta za bioloSka istrazivanja ,,SiniSa
Stankovi¢®, Instituta od nacionalnog znacCaja za Republiku Srbiju, Univerziteta u Beogradu
(odobrenje broj: 01-1926 od 18.11.2021.) po reSenju Uprave za veterinu, Ministarstva poljoprivrede,
Sumarstva i vodoprivrede Republike Srbije (reSenje broj: 323-07-10509/2020-05/1 od 13.10.2020.) i
u skladu sa Evropskom direktivom o zastiti Zivotinja koje se koriste u eksperimentalne i druge nauc¢ne
svrhe (Direktiva 2010/63/EU).

3.2 Eksperimentalne grupe i protokol

Za potrebe eksperimenata ove doktorske disertacije koriS¢eno je 100 muzjaka pacova Wistar
soja. Eksperimenti su bili podeljeni u dva dela (Eksperiment 1 i Eksperiment 2) i izvodeni su prema
protokolima prikazanim na Slikama 3.1 1 3.2.

U Eksperimentu 1, za razliku od fizioloskih kontrola gde su u toku operativne procedure
pacovi bili podvrgnuti samo implantaciji elektroda za hroni¢no registrovanje spavanja, u svim ostalim
eksperimentalnim grupama pored implantacije elektroda, pacovi su bili podvrgnuti 1 odredenoj
selektivnoj leziji dubokih moZdanih struktura vaznih u patofiziologiji PB.

U Eksperimentu 2 pacovi nisu podvrgavani operativnoj proceduri implantacije elektroda za
hroni¢no registrovanje spavanja, ve¢ samo specificnim selektivnim lezijama dubokih mozdanih
struktura vaznih u patofiziologiji PB.

Pacovi su bili podeljeni u 5 eksperimentalnih grupa:

- Intaktna kontrola — kontrolni pacovi bez bilo kakvih operativnih manipulacija;

- Fizioloska kontrola — kontrolni pacovi implantirani za hroni¢no registrovanje spavanja i bez
oStecenja specificnih jedara u mozgu;

- Holinopatija PB — pacovi sa bilateralnom lezijom PPT jedra;
- Hemiparkinsonizam — pacovi sa unilateralnom lezijom SNpc jedra;

- Hemiparkinsonizam sa holinopatijom PB — pacovi sa kombinovanom unilateralnom
lezijom SNpc jedra 1 bilateralnom lezijom PPT jedra.

U okviru Eksperimenta 1 (Slika 3.1) ispitivani su poremecaji spavanja kao prodromalne

nemotoricke manifestacije u razli¢itim modelima PB. Pored toga, pracene su i promene u broju PV+
interneurona, zajedno sa sinaptickom reorganizacijom hipokampusa i RT jedra.

30



Za potrebe Eksperimenta 1 u svim eksperimentalnim grupama, osim u intaktnoj kontroli,
pacovima su implantirane EEG i EMG elektrode za hroni¢no registrovanje spavanja (Ciric i sar.,
2018, 2019; Petrovic i sar., 2013a; Petrovic i sar., 2021a, 2021b). Tokom iste operativne procedure u
odgovaraju¢im eksperimentalnim grupama je izvrSena bilateralna lezija PPT jedra, kao i unilateralna
lezija SNpc jedra sa ili bez bilateralne lezije PPT jedra (Ciric i sar., 2019; Petrovic i sar., 2013a;
Petrovic i sar., 2021a; Radovanovic i sar., 2021).

U svim modelima PB, kao i u fizioloskoj kontroli, spavanje je registrovano u dva termina, 14
I 42 dana nakon operativne procedure implantacije EEG i EMG elektroda i selektivnih lezija.
Medutim, kako bi se ispitali najraniji (prodromalni) poremecaji spavanja u istraZzivanjima vezanim za
ovu doktorsku disertaciju analizirano je spavanje samo 14 dana nakon operativne procedure. Pored
toga, nedelju dana nakon registrovanja spavanja u oba terminima, u svakoj eksperimentalnoj grupi je
testirana bazalna lokomotorna aktivnost pacova (test otvorenog polja) i prostorna habituacija. U
Eksperimentu 1 za ispitivanje promena broja PV+ interneurona i sinapti¢ke reorganizacije kori$¢eni
su svi raspolozivi mozgovi iz svih eksperimentalnih grupa i termina registracije spavanja, a nakon
testova ponasanja (od 52 do 100 dana nakon specifi¢nih lezija).

Za analizu podataka dobijenih iz Eksperimenta 1 je koris¢en sledeci broj pacova po svakoj
eksperimentalnoj grupi:

- Intaktna kontrola n==6;
- FizioloSka kontrola n=2_,;
- Holinopatija PB n=_g;
- Hemiparkinsonizam n=_g;
- Hemiparkinsonizam sa holinopatijom PB n=_.

U okviru Eksperimenta 2 (Slika 3.2) ispitivana je bazalna lokomotorna aktivnost pacova (test
otvorenog polja) kao 1 poremecaji memorijskih funkcija, kao mogucée prodromalne nemotoricke
manifestacije, u razli¢itim pacovskim modelima PB, zajedno sa promenom broja PV+ interneurona
u hipokampusu.

Za potrebe Eksperimenta 2 u odgovaraju¢im eksperimentalnim grupama je izvrSena
bilateralna lezija PPT jedra, unilateralna lezija SNpc jedra ili unilateralna lezija SNpc sa bilateralnom
lezijom PPT jedra, osim intaktnih kontrola koje nisu prosle operativnu proceduru (Ciric i sar., 2019;
Petrovic i sar., 2013a; Petrovic i sar., 2021a; Radovanovic i sar., 2021, 2026). Poremecaji
memorijskih funkcija i izmene na ¢elijskom novou prac¢ene su u dva termina, 14 1 42 dana nakon
operativne procedure (Radovanovic i sar., 2023a, 2026). Za analizu podataka dobijenih iz
Eksperimenta 2 koris¢en je slede¢i broj pacova po svakoj eksperimentalnoj grupi:

- Intaktna kontrola n=17,
- Holinopatija PB n=12;
- Hemiparkinsonizam n=11;
- Hemiparkinsonizam sa holinopatijom PB n=13.
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Operativna procedura

Postoperativni
oporavak

Dan 0

Implantacija EEG i EMG elektroda;
Selektivne lezije (PPT, SNpe, SNpc/PPT)

Grupe:

Fiziologka kontrola (n=8);
Holinopatija PB (n=28);
Hemiparkinsonizam (n=28);
Hemiparkinsonizam sa holinopatijom PB (n=28);

Registrovanje
spavanja

Dan 14

Dan 42

Tokom 6 h
(9-15h)

Testovi ponasanja
(lokomotorna aktivnost i prostorna habituacija)

Prostorna habituacija

Dan 21 Dan 22 Dan 23
Dan 49 Dan 50 Dan 51
Test otvorenog polja Test otvorenog polja Test otvorenog polja

(30 min) (30 min) (30 min)
Grupe:
Intaktna kontrola (n=6);
Fiziologka kontrola (n=28);
Holinopatija PB (n=8);
Hemiparkinsonizam (n=238);
Hemiparkinsonizam sa holinopatijom PB (n=28);

Slika 3.1. Sematski prikaz ekperimentalnog protokola za Eksperiment 1.
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Transkardijalna
perfuzija

Dan 52+

Transkardijalna perfuzija
i priprema tkiva za histoloska bojenja;
Histologka bojenja, obrada i analiza podataka;



Testovi ponasanja

Operativna procedura

Transkardijalna
perfuzija
Postoperativni g o3
oporavak Prostorna habituacija
Test prepoznavanja novog objekta
Dan 0 Dan 14 Dan 15 Dan 16 _ Dan 18+
Selektivne lezije
(PPT, SNpc, SNpc/PPT) Dan 42 Dan 43 Dan 44 _ Dan 46+
Transkardijalna perfuzija

i priprema tkiva za histoloska bojenja;
Histoloska bojenja, obrada i analiza podataka;

Grupe:

Intaktna kontrola (n=17);
Holinopatija PB (n=12);
Hemiparkinsonizam (n=11);
Hemiparkinsonizam sa holinopatijom PB (n=13);

Slika 3.2. Sematski prikaz eksperimentalnog protokola Eksperimenta 2.
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3.3 Operativna procedura

U toku operativne procedure u odgovaraju¢im eksperimentalnim grupama izvrSena je
implantacija EEG i EMG elektroda za hroni¢no registrovanje spavanja sa ili bez selektivnog oste¢enja
neurohemijski specificnih neurona dubokih mozdanih struktura vaznih u patofiziologiji PB.

Operativna procedura implantacije elektroda, kao 1 selektivnih ostecenja specificnih dubokih
mozdanih jedara tehnikom stereotaksi¢ki navodene mikroinfuzije toksina je uradena po protokolu
nase laboratorije (Ciric i sar., 2018, 2019; Petrovic i sar, 2013a; Petrovic i sar., 2021a, 2021b;
Radovanovic i sar., 2021; Saponjic i sar., 2016). Sve Zivotinje su uvedene u opsStu anesteziju,
intraperitonealnim (i.p.) davanjem ketamin/diazepam anestetika (50 mg/kg, i.p., Zoletil® 50, Virbac,
Karo, Francuska). Nakon postavljanja zivotinje u stereotaksicki ram (Stoelting Co., Dablin, Irska),
krzno glave pacova je oSiSano i obrijano, a zatim je skalpelom napravljen rez duz sagitalnog Sava
lobanje. Kosti lobanje su oslobodene i ociS¢ene od koze, potkoznog i miSi¢nog tkiva kako bi se
omogucio pristup orijentacionim stereotaksickim tackama (bregma i lambda). Zatim su na osnovu
stereotaksickog atlasa za pacove (Paxinos i Watson, 2005) razmerena stereotaksicka mesta za otvore
na kostima lobanje za implantaciju EEG elektroda, odnosno za stereotaksicki navodenu mikroinfuziju
toksina (postavljanje Hamilton Sprica/mikroinfuzione igle) u duboka mozdana jedra (Ciric i sar.,
2019; Petrovici sar., 2013a; Petrovic i sar., 2021a; Radovanovic i sar., 2021). Prema Paxinos i Watson
(2005) osnovni stereotaksic¢ki uslov koji je neophodno ispuniti za preciznost u stereotaksickim
operacijama 1 mikroinfuzijama toksina u duboka mozdana jedra je da pacovi moraju biti teZine do
290 grama, a rastojanje izmedu bregme i lambde je predvideno da bude 9 mm.

3.3.1 Implantacija EEG i EMG elektroda za hroni¢no registrovanje spavanja

Busilicom sa celiénim borerom (pre¢nik 1 mm) su napravljeni otvori na parijetalnim i
frontalnim kostima lobanje na svim prethodno razmerenim koordinatama, a potom su epiduralno
postavljene parne EEG Sraf elektrode (Model broj 2035, O.D. 1,4 mm; duzina 3,5 mm; Professional
Logistic, Beograd, Srbija) u region motorne kore (MCx), kao i parne, teflonom obloZene, Zicane
elektrode (Medwire, Mount Vernon, Njujork) u CA1 region hipokampusa (Hipp). Takode su parne,
teflonom oblozene, Zicane EMG elektrode (Medwire, Mount Vernon, Njujork) implantirane u
dorzalnu vratnu muskulaturu za registrovanje miSi¢ne aktivnosti. Referentna Sraf elektroda je
implantirana u nazalnu kost pacova. lzvodi svih elektroda (EEG, EMG i referentne elektrode) su
skupljeni i uvuéeni u plasti¢ni, minijaturni konektor (39F1401, Newark Electronics, Somberg, Ilinois,
SAD), koji je potom pricvrséen za Sraf elektrode 1 kosti lobanje uz pomo¢ dentalnog cementa i akrilata
(Biocryl-RN, Galenika a.d. Beograd, Srbija) (Ciric i sar., 2018, 2019; Petrovic i sar, 2013a; Petrovic
i sar., 2021a, 2021b; Radovanovic i sar., 2021; Saponjic i sar., 2016).

Stereotaksicke koordinate za polozaj EEG elektroda, odredene prema stereotaksickom atlasu
za pacove (Paxinos i Watson, 2005) bile su:

za motornu koru (MCx):

. anteriorno/posteriorno: +1,00 mm od bregme;
. desno/levo: 2,00 mm od sagitalnog Sava;
. dorzalno/ventralno: 1,00 mm od povrsine lobanje;

za hipokampus (Hipp):

. anteriorno/posteriorno: —3,60 mm od bregme;
. desno/levo: 2,50 mm od sagitalnog Sava;
. dorzalno/ventralno: 2,50 mm od povrsine mozga.
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Operativna procedura implantacije EEG i EMG elektroda je izvedena u svim ekperimentalnim
grupama u okviru Eksperimenta 1, osim u grupi intaktnih kontrola.

3.3.2 Selektivne lezije PPT i SNpc jedara

Nakon $to su ¢elicnim borerom napravljeni otvori na prethodno razmerenim stereotaksickim
koordinatama, u odgovaraju¢im eksperimentalnim grupama (Eksperiment 1 i Eksperiment 2) izvrSena
je stereotaksicki navodena mikroinfuzija toksina koji oSte¢uju neurohemijski specificne neurone
dubokih mozdanih struktura (SNpc i/ili PPT jedra) vaznih u patofiziologiji PB. Sve mikroinfuzije su
uradene pomocu digitalizovanog standardnog laboratorijskog stereotaksickog aparata (Stoelting Co.,
Dablin, Irska) sa stereotaksickim injektorom (Stoelting Co., Wood Dale, Ilinois, SAD) i
Hamiltonovim $pricem (1 ulili 10 pl, sa 26 ga iglom).

Holinopatija PB predstavlja eksperimentalni model tezeg oblika holinergicke
neuropatologije PB i izazvana je bilateralnom lezijom PPT jedra kori$¢enjem stereotaksic¢ki navodene
mikroinfuzije ekscitotoksina iboteni¢ne kiseline (IBO, Sigma-Aldrich, Sent Luis, Misuri, SAD). Na
osnovu prethodno odredenih stereotaksickih koordinata u PPT jedro je ubrizgano 100 nl IBO (0,1 M
rastvor IBO u 0,1 M natrijum-fosfathom puferu (PBS), pH =7,4) u jednom pulsu, trajanja 60 sekundi.
Koncentracija IBO je odredena na osnovu prethodnih studija (Inglis i Semba, 1997). Nakon
mikroinfuzije IBO u PPT jedro sa jedne strane, igla Hamiltonovog Sprica je ostajala u mestu
mikroinfuzije 5 minuta, a zatim je nakon izvlacenja iz mozdanog tkiva na povrsinu lobanje i ispiranja
fizioloskim rastvorom, stereotaksicki postavljena u kontralateralno PPT jedro za narednu
mikroinfuziju (Petrovic i sar., 2013a, 2021a; Radovanovic i sar., 2021, 2026).

Stereotaksicke koordinate za ekscitotoksi¢no oste¢enje PPT jedra (Paxinos i Watson, 2005)

bile su:
. anteriorno/posteriorno: —7,80 mm od bregme;
. desno/levo: 1,90 mm od sagitalnog Sava;
. dorzalno/ventralno: 7,00 mm od povrSine mozga.

Hemiparkinsonizam predstavlja klasi¢an, najéesce koriséen zivotinjski model PB. U nasim
eksperimentima hemiparkinsonizam je izazvan unilateralnom lezijom DA neurona SNpc jedra.
Naime, unilateralna lezija uvek desnog SNpc jedra je izvedena stereotaksicki navodenom
mikroinfuzijom rastvora 6-OHDA (6-hidroksidopamin hidrobromid so; Sigma-Aldrich, Sent Luis,
Misuri, SAD). Na osnovu prethodno odredenih stereotaksickih koordinata u SNpc jedro je ubrizgan
1 ul 6-OHDA (6-OHDA koncentracije 6 pg/ul rastvoren u hladnom 0,9% fizioloskom rastvoru sa
dodatkom antioksidansa u obliku 0,2% askorbinske kiseline), kontinuiranom infuzijom od 200
nl/min, tokom 5 minuta kako bi rastvor toksina ravnomerno difundovao u strukturu. Koncentracija 6-
OHDA je odredena na osnovu prethodnih studija (Rodriguez i sar., 1999; Gilmour i sar., 2011;
Pienaar i van de Berg, 2013; Oliveira i sar., 2017). Kako bi se postigla selektivnost pri oSteCenju
SNpc jedra i kako bi se ouvao noradrenergicki sistem, pacovima je 30 minuta pre anesteziranja
aplikovan dezipramin-hidrohlorid (28,42 mg/kg, i.p., Sigma-Aldrich, Sent Luis, Misuri, SAD; pH =
7,4) (Ciric i sar., 2019; Petrovic i sar., 2021a; Radovanovic i sar., 2021, 2026; Schwarting i Huston,
1996).

Stereotaksicke koordinate za selektivno oste¢enje SNpc jedra (Paxinos i Watson, 2005) bile

su:
. anteriorno/posteriorno: —5,30 mm od bregme;
. desno: 2,40 mm od sagitalnog Sava;
. dorzalno/ventralno: 7,40 mm od povrsine mozga.
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Hemiparkinsonizam sa_holinopatijom PB predstavlja model neuropatologije PB sa
udruzenom ACh i DA denervacijom izazvanom kombinovanom unilateralnom lezijom SNpc jedra i
bilateralnom lezijom PPT jedra. Pacovima je 30 minuta pre anesteziranja intraperitonealno dat
dezipramin hidroholorid, zatim je prema prethodno navedenim koordinatama najpre stereotaksicki
navodenom mikroinfuzijom 6-OHDA unilateralno oSte¢eno desno SNpc jedro, a potom je
mikroinfuzijom IBO bilateralno oste¢eno PPT jedro (Petrovic i sar., 2021a; Radovanovic i sar., 2021,
2026).

Na kraju operativne procedure stereotaksicki navodene mikroinfuzije toksina za izazivanje
razliCitih neuropatologija PB (uspostavljanje razliCitih eksperimentalnih modela PB) sa ili bez
implantacije elektroda za hroni¢no registrovanje spavanja okolno tkivo je dezinfikovano i koza
zasivena. Nakon operativne procedure pacovi su smestani u individualne kaveze da se oporave 2
nedelje, uz svakodnevni obilazak, brigu i postoperativnu negu, nakon ¢ega su podrvrgnuti daljim
snimanjima i testiranjima. Prethodna istraZzivanja su pokazala da je nakon hroni¢ne implantacije EEG
i EMG elektroda neophodno najmanje 7-10 dana za zarastanje rane i uspostavljanje fizioloske
arhitekture spavanja (Saponjic i sar., 2007; Tang i sar., 2007). Naime, spavanje u ranom
postoperativnom periodu odrazava efekte hirurske intervencije, inflamatornog odgovora i primenjene
anestezije, te je praceno prolaznim promenama (izmenjena arhitektura spavanja i EEG ritmovi) koje
se postepeno normalizuju tokom oporavka (Tang i sar., 2007). U naSim eksperimentima Koji
ukljucuju lezije dubokih mozdanih struktura, postoperativni period je bio produzen na 14 dana.

3.4 Procedura registrovanja spavanja

Nakon 14 dana postoperativnog oporavka, sa izuzetkom intaktne kontrole, svim zivotinjama
u okviru Eksperimenta 1 je registrovano spavanje u trajanju od 6 sati, uvek u istom periodu od 9 do
15 casova u toku fizioloski neaktivne cirkadijalne faze za pacove (Ciric i sar., 2018, 2019; Petrovic i
sar., 2013a; Petrovic i sar., 2021a, 2021b; Radovanovic i sar., 2021; Saponjic i sar., 2016).

EEG i EMG aktivnosti u toku spavanja su diferencijalno (bipolarno) registrovane.
Diferencijalna tehnika snimanja je podrazumevala 6 ulaza (levi MCx, desni MCx, levi Hipp, desni
Hipp, levi EMG, desni EMG), svaki sa (+) na levoj strani i (-) na desnoj strani, i svi su imali isto
uzemljenje (referentna Sraf elektroda implantirana u nazalnu kost). Snimanje 1 digitalizacija analognih
signala je izvr§ena koris¢enjem DataWave SciWorks Experimenter Version 8.0 akvizicionog softvera
(DataWave Technologies, Longmont, Kolorado, SAD). EEG i EMG signali su adekvatno pojacani
(pojacivac sa 16 kanala; A-M System Inc., Model 3600, Karlsborg, Vasington, SAD), filtrirani
(pojasni filter 0,3-100 Hz), digitalizovani (frekvencija od 256 uzoraka u sekundi) i sacuvani na disku
za dalju analizu (Ciric i sar., 2018, 2019; Petrovic i sar., 2013a; Petrovic i sar., 2021a, 2021b;
Radovanovic i sar., 2021; Saponjic i sar., 2016).

3.5 Testovi ponasanja

Testovi ponasanja su uradeni u dva termina, 14 i 42 dana nakon operativne procedure. Svi
pacovi u okviru Eksperimenta 1 i Eksperimenta 2 su prosli ove testove. Eksperimenti su sprovedeni
izmedu 9 1 15 Casova, u toku fizioloski neaktivne cirkadijalne faze za pacove. Pre svakog testa pacovi
su ostavljeni najmanje 30 minuta kako bi se adaptirali na eksperimentalnu prostoriju, a zatim su bili
podvrgnuti testovima ponaSanja. Pacovima je rukovao uvek isti eksperimentator, a posebna paznja je
bila usmerena na uklanjanje mirisa i neéistoca arena u kojima su se izvodili testovi. lzmedu testiranja,
arene su detaljno ociS¢ene mehani¢kim uklanjanjem necistoca, brisanjem povrsina vodom i ubrusom,
20% etanolom i na kraju destilovanom vodom uz brisanje do potpunog susenja.

Svi testovi ponaSanja su radeni u Opto-Varimex kavezima od pleksiglasa (otvorena arena
dimenzija 44,2 x 43,2 x 20 cm) sa sistemom Auto-Track (Version 3.0 A, Columbus Instruments,
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Kolumbus, Ohajo, SAD). Bazalna lokomotorna aktivnost je merena testom otvorenog polja (OFT,
engl. open field test). Za ispitivanje prostorne i neprostorne hipokampus-zavisne memorije koris¢ena
su dva neaverzivna memorijska testa: (1) test prostorne habituacije (SHT, engl. spatial habituation
task) i (2) test prepoznavanja novog objekta (NORT, engl. novel object recognition test). Oba testa
su testovi za hipokampus-zavisnu memoriju i zasnivaju se na prirodnoj sklonosti Zivotinje da
istrazuje novinu (Cohen i1 Stackman, 2015; Ennaceur, 2010; Leussis i Bolivar, 2006). Smanjenje
eksploratorne aktivnosti tokom SHT-a, odnosno smanjeno ispitivanje poznatog objekta tokom
NORT-a ukazuje na ocuvane memorijske funkcije. Nasuprot tome, izrazita (ili nesmanjena)
eksploratorna aktivnost bilo prostora (SHT), bilo starog u odnosu na novi objekat (NORT) sugeriSu
poremecaj memorijskih funkcija (Ennaceur, 2010; Leussis i Bolivar, 2006). Protokol koris¢en za
testove ponaSanja prikazan je na Slici 3.3.

Bazalna lokomotorna aktivnost je merena tokom habituacije na otvorenu arenu u trajanju od
30 minuta (ukupna lokomotorna aktivnost), pri ¢emu je vremenski profil aktivnosti utvrden na osnovu
vrednosti o€itanih na svakih 5 minuta (Ciric i sar., 2018, 2019; Petrovic i sar., 2021a; Radovanovic i
sar 2021, 2023a, 2026).

SHT je podrazumevao trodnevnu habituaciju u otvorenoj areni i kori§¢en je kao indirektna
mera prostorne memorije. Vreme testiranja, odnosno trajanje svake sesije, tokom 3 dana, je bilo 30
minuta, a interval izmedu sesija je bio 24 sata (Slika 3.3, Dan 1 — Dan 3). Merena je lokomotorna
aktivnost (predeno rastojanje) za svakih 5 minuta sesije i ukupna motoric¢ka aktivnost za celokupno
30-minutno trajanje svake sesije (Ciric i sar., 2018, 2019; Petrovic i sar., 2021a; Radovanovic i sar.,
2021, 2023a, 2026). Dugotrajna prostorna habituacija je definisana na osnovu razlika u ukupnoj
motorickoj aktivnosti izmedu sesija.

Nakon SHT testa izveden je NORT (Slika 3.3, Dan 3 — Dan 4) koji se sastojao se iz tri faze
(svaka faza trajanja 20 minuta), u istim eksperimentalnim arenama u kojima se izvodio i SHT. Umesto
osnovnog (Ennaceur, 2010), koriS¢en je modifikovani protokol za NORT sa produzenom
habituacijom (30 minuta habituacije tokom 3 dana) kako bi se umanjila relevantnost konteksta u kojoj
se zivotinja nalazi. Modifikacije su takode ukljucivale dugu fazu familijarizacije u trajanju od 20
minuta, kako bi se aktivirala hipokampus-zavisna memorija (Cohen i Stackman, 2015). Kao $to je
naglaseno, test se sastojao iz tri faze: prva faza ili faza familijarizacije (NORT F, Dan 3) je
podrazumevala period upoznavanja zivotinje sa dva identi¢na objekta (A + A/B + B). Druga faza ili
Test 1 (NORT T1, Dan 3) je podrazumevala test kratkotrajne hipokampus-zavisne memorije, a
realizovana je 60 minuta nakon NORT F faze. U NORT T1 fazi jedan objekat iz NORT F faze je
zamenjen novim objektom (A + B/B + A objekti). Treca faza ili Test 2 (NORT T2, Dan 4) je test
dugotrajne hipokampus-zavisne memorije prepoznavanja sa retencionim intervalom od 24 h. Pozicija
objekata u NORT T2 fazi je ista kao u NORT T1 fazi (A + B/B + A). U svakoj od tri faze NORT-a
objekti su postavljani u uglove arene (Radovanovic i sar., 2023a, 2026).

Ponasanje zivotinja tokom NORT-a snimljeno je kamerom i kvantitativno analizirano.
Eksploratorna aktivnost (vreme provedeno u istrazivanju objekata) je analizirana na svakih 5 minuta,
a sabiranjem svih vrednosti dobijeno je ukupno vreme eksploracije svakog objekta tokom 20 minuta
za svaku od faza testa (NORT F, NORT T1, NORT T2). Prilikom kvantifikacije, kao eksploratorna
aktivnost je racunato ako bi zivotinja njuskom dotakla predmet i/ili ako je njuSka Zivotinje usmerena
ka predmetu na udaljenosti manjoj ili jednakoj 2 cm. Oblici ponasanja kao Sto su tranje oko
predmeta, sedenje na predmetu ili penjanje na njega nije belezeno kao eksploratorna aktivnost
(Ennaceur i Delacour, 1988). Nakon izvrSene kvantifikacije, za svaku Zivotinju i za sve faze testa je
odredena: (1) opsta eksploratorna aktivnost tokom NORT-a (% zivotinja unutar svake
eksperimentalne grupe koje aktivno istrazuju objekte tokom svakog 5-minutnog intervala) i (2)
vremenski profil eksploratorne aktivnosti (% vremena provedenog u istraZivanju objekata tokom
svakog 5-minutnog intervala izrazen u odnosu na ukupno vreme eksploracije tokom 20 minuta testa
uzetih kao 100%) (Radovanovic i sar., 2026).
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Nakon toga je za svaku fazu testa izra¢unat indeks preference (PI, engl. preference index) kao
mera prepoznavanja novog objekta (Antunes i Biala, 2012; Gulinello i sar., 2019; Radovanovic i sar.,
2023a, 2026). PI predstavlja koli¢nik vremena istrazivanja novog objekta (Tnovi) | zbira vremena
istrazivanja familijarnog (Tfamiliarni) 1 NOVOQ Objekta (Tnovi) 1 raCuna se prema formuli:

Pl = Tnovi/(Ttamitiarni + Tnovi).

Ovaj indeks moze imati vrednosti od 0 do 1, pri ¢emu vrednosti preko 0,5 oznacava preferencu
ka novom objektu, vrednosti ispod 0,5 oznac¢avaju preferencu ka poznatom objektu, a vrednosti oko
0,5 oznacavaju nepostojanje preference (Antunes i Biala, 2012; Hammond i sar., 2004; Radovanovic
i sar., 2026).

Iako je PI inicijalno izraCunat za svaki 5-minutni interval, kao i za ukupnih 20 minuta svake
faze testa, finalna analiza je obuhvatila samo PI iz prvih 5 minuta. Naime, analiza eksploratorne
aktivnosti je pokazala da se najintenzivnije istrazivanje objekata javlja tokom prvih 5 minuta testa,
bez obzira na eksperimentalnu grupu i fazu testa. Tokom ovog perioda sve zivotinje su bile aktivne i
istrazivale objekte. Od ovog perioda do kraja sesija nastupa globalni pad eksploratorne aktivnosti
(manji broj aktivnih Zivotinja provodi manje vremena u istrazivanju objekata). Stoga je finalna
analiza kratkotrajne i dugotrajne hipokampus-zavisne memorije obuhvatila samo prvih 5 minuta testa
(Radovanovic i sar., 2026).

Sve Zivotinje su najpre morale na adekvatan nacin da produ NORT F fazu, S§to je
podrazumevalo podjednaku eksploraciju oba predmeta (PI = 0,5; nema preference ka predmetima).
Zivotinje koje nisu imale adekvatnu NORT F fazu su izbaéene iz dalje analize. Zatim u NORT T1
fazi intenzivna eksploracija novog objekta u odnosu na familijarni objekat predstavlja sposobnost
zivotinje da prepozna novi objekat (PI > 0,5; preferenca ka novom objektu) i ukazuje na ocuvane
memorijske funkcije. Fizioloski odgovor u NORT T2 fazi je podjednaka eksploracija oba predmeta
(PI = 0,5; nema preference ka predmetima) Sto ukazuje da je Zivotinji oCuvana dugotrajna
hipokampus-zavisna memorija prepoznavanja i da je u stanju da prepozna objekte iz NORT T1 faze
(Antunes i Biala, 2012; Hammond i sar., 2004).
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SHT

Slika 3.3. Prikaz protokola testa prostorne habituacije i testa prepoznavanja novog objekta.
OFT- test otvorenog polja; SHT — test prostorne habituacije; NORT — test prepoznavanja novog
objekta; NORT F - faza familijarizacije; NORT T1 — test kratkotrajne hipokampus-zavisne
memorije; NORT T2 — test dugotrajne hipokampus-zavisne memorije.
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3.6 Priprema tkiva za histoloSke analize

Nakon procedure registrovanja spavanja (Eksperiment 1) i realizovanih testova ponasanja
(Eksperiment 1 i Eksperiment 2) sve Zivotinje su duboko anestezirane u ketamin/diazepam anesteziji
(100 mg/kg, i.p.), a mozgovi su transkardijalno perfundovani. Transkardijalna perfuzija mozgova je
zapocinjana uvek ispiranjem fiziolo§kim rastvorom (200-250 ml 0,9% NaCl, brzinom 40 ml/min) sve
do obezbojavanja jetre. Zatim je mozdano tkivo fiksirano 4% rastvorom paraformaldehida (PFA,
Sigma-Aldrich, Taufkirhen, Nemacka) u 0,1 M PBS-u (200-250 ml; prvih 100 ml brzinom 40 ml/min,
a zatim 30 ml/min) i na kraju dehidratisano 10% rastvorom saharoze u 0,1 M PBS-u (200-250 ml; 30
ml/min). Pacovi su zatim dekapitovani, njihovi mozgovi izolovani, o¢i§¢eni od mozdanih ovojnica i
krvnih sudova, postfiksirani u PFA 24 sata na temperaturi + 4 °C, a potom su dehidratisani u 30%
rastvoru saharoze nekoliko dana (dok mozak ne padne na dno bocice). Nakon dehidratacije mozgovi
su iseceni na koronalne preseke debljine 40 um u ¢itavoj antero-posteriornoj dimenziji odgovarajuce
strukture (hipokampus, PPT, SNpc i RT jedro) koris¢enjem kriotoma (Thermo Fisher NX70, Voltam,
Masacusets, SAD). Preseci su sakupljani u rastvor antifriza (40% rastvor etilen-glikola u 0,1 M
kalijum-acetatu pH = 6,5 koji sadrzi 1% polivinilpirolidon (PVP40, Sigma-Aldrich, Taufkirhen,
Nemacka)) i ¢uvani u zamrzivacu na —20 °C do daljih histohemijskih i imunohistohemijskih bojenja
na slobodnoplutaju¢im presecima (Ciric i sar., 2019; Petrovic i sar., 2021a; Radovanovic i sar., 2021,
2026).

3.7 Identifikacija i kvantifikacija lezija

Kako bi se verifikovali eksperimentalni modeli PB, koris¢eni u ovoj doktorskoj diseratciji,
najpre je uradena identifikacija i kvantifikacija, kako ACh (lezija PPT jedra), tako i DA (lezija SNpc
jedra) deficita. Na osnovu potvrdenih i kvantifikovanih lezija formirane su eksperimentalne grupe
koje su koriS¢ene u analizi poremecaja spavanja i memorijskih funkcija, kao 1 ¢elijske osnove ovih
poremecaja. Dakle, samo pacovi koji su imali identifikovane i kvantifikovane ACh, DA, kao i
udruzene (ACh i DA) deficite, zavisno od modela PB, su bili ukljuc¢eni u dalje analize.

3.7.1 Identifikacija lezije PPT jedra

Identifikacija ACh deficita u PPT jedru je uradena primenom metode nikotinamid adenin
dinukleotid fosfat (NADPH) — dijaforaza histohemijskog bojenja (Paxinos i sar., 2009; Vincent i sar.,
1983). Slobodnoplutajuci preseci iz regiona PPT jedra su isprani 3 puta po 10 minuta u 0,1 M PBS-u
(pH=17,4), a zatim su inkubirani 1 hna + 37 °C u rastvoru za bojenje koji sadrzi meSavinu supstratnog
rastvora sa B-nikotinamid adenin dinukleotid fosfatom-Na-4 soli (B — NADPH, Serva, Hajdelberg,
Nemacka) i dimetil sulfoksidom (DMSO, Sigma Aldrich, Taufkirhen, Nemacka). Osnovu supstratnog
rastvora su Cinili nitro plavi tetrazolijum hlorid (NBT, Serva, Hajdelberg, Nemacka) i 5-bromo-4-
hloro-3-indolil fosfat (BCIP, Serva, Hajdelberg, Nemacka) u supstratnom puferu (pH = 9,5; 0,1 M
Tris, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl»). Kako bi se redukovali nespecifi¢ni artefakti usled prisustva
endogene alkalne fosfataze u tkivu, u rastvor za bojenje je dodat specifi¢ni inhibitor — levamizol
(Sigma-Aldrich, Taufkirhen, Nemacka) koncentracije 2 mM (Petrovic i sar., 2013a). Preseci su nakon
inkubacije isprani 3 puta po 10 minuta u 0,1 M PBS-u, a zatim su navucéeni na plo€ice i ostavljeni da
se osuSe preko noci na sobnoj temperaturi. Kako bi se uklonile sve necistoce, osusene plocice su
stavljene u ksilol 24 h (Zorka Pharma, Sabac, Srbija), a nakon toga su pokrivene DPX medijumom
(Sigma-Aldrich, Berlington, Masacusets, SAD) i pokrovnim staklom i ostavljeni da se suSe na sobnoj
temperaturi (Ciric i sar., 2019; Petrovic i sar., 2021a; Radovanovic i sar., 2021, 2026). Pripremljeni
preparati su analizirani i slikani na Leica svetlosnom mikroskopu sa kamerom (Leica, Veclar,
Nemacka).
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3.7.2 Identifikacija lezije SNpc jedra

Identifikacija DA deficita u SNpc jedru je uradena primenom tirozin-hidroksilaza (TH)
imunohistohemijskog bojenja (Ciric i sar., 2019; Petrovic i sar., 2021a; Radovanovic i sar., 2021,
2026). Slobodnoplutajuci preseci iz regiona SNpc jedra su isprani 3 puta po 10 minuta u 0,1 M
rastvoru PBS-a. Kako bi se neutralizovala aktivnost endogene peroksidaze u tkivu preseci su
inkubirani 15 minuta na sobnoj temperaturi u 0,1 M rastvoru PBS-a koji je sadrzao 3% vodonik-
peroksid 1 10% metanol. Preseci su zatim isprani 3 puta po 5 minuta u 0,1 M rastvoru PBS-a.
Blokiranje mesta za nespecificno vezivanje antitela je postignuto inkubacijom preseka u 0,1 M
rastvoru PBS-a koji je sadrzao 5% serum magarca (NDS, engl. normal donkey serum; D9663, Sigma-
Aldrich, Berlington, Masacusets, SAD) tokom 60 minuta na sobnoj temperaturi. Sledec¢i korak je
podrazumevao inkubaciju preseka 48 sati na + 4 °C u primarnom misjem monoklonskom anti-TH
antitelu (72928, Sigma-Aldrich, Sent Luis, Misuri, SAD) koje je razblazeno 1:16000 u 0,1 M PBS-u
sa 0,5% Triton X-100 (Tx-100; Sigma-Aldrich, Berlington, Masacusets, SAD). Nakon inkubacije u
primarnom antitelu preseci su najpre isprani 3 puta po 5 minuta u 0,1 M PBS-u, a zatim su 90 minuta
inkubirani u poliklonskom ze¢jem anti-misjem sekundarnom antitelu (P0260, Agilent Dako,
Glostrup, Danska) razblazenom 1:100 u 0,1 M PBS-u. Imunoreakcija je vizuelizovana koriS¢enjem
1% 3,3'-diaminobenzidina (DAB; 11208, Acros organics, Gel, Belgija) rastvorenog u 0,1 M PBS-u
sa 0,3% vodonik-peroksidom. Nakon primene rastvora DAB-a preseci su isprani u ¢esmenskoj vodi,
zatim u destilovanoj vodi i na kraju u 0,1 M PBS-u. Preseci su navuceni na mikroskopske plocice u
0,1 M PBS-u i ostavljeni da se suSe na sobnoj temperaturi. Narednog dana preseci su dehidrirani u
rastuéim koncentracijama alkohola (70%, 96% i 100% etanol; Zorka Pharma, Sabac, Srbija), isprani
ksilolom, prekriveni DPX medijumom i pokrovnim staklom i ostavljeni da se suSe na sobnoj
temperaturi. Pripremljeni preparati su analizirani i slikani na Leica svetlosnom mikroskopu sa
kamerom.

3.7.3 Kbvantifikacija lezija

Kvantifikacija gubitka ACh i DA neurona je uradena prebrojavanjem broja NADPH —
dijaforaza ili TH pozitivno obojenih ¢elija na .tif slikama kori§¢enjem ImageJ 1.46 softvera (NIH,
Betesda, Merilend, SAD) (Ciric i sar., 2018, 2019; Petrovic i sar., 2013a; Petrovic i sar., 2021a;
Radovanovic 1 sar., 2021, 2026). Nacin na koji su deficiti kvantifikovani predstavlja vise procenu
veliCine oSte¢enja koja su nastala tehnikom mikroinfuzije toksina (100 nl IBO, odnosno 1 pl 6-
OHDA), nego utvrdivanje apsolutnog broja ACh i DA neurona.

Kvantifikacija ACh deficita (bilateralna lezija PPT jedra) u eksperimentalnim modelima
holinopatije PB 1 hemiparkinsonizma sa holinopatijom PB je uradena u odnosu na kontrolnu grupu.
Za te potrebe definisana su tri stereotaksicka opsega, u okviru celokupne antero-posteriorne dimenzije
PPT jedra (Paxinos i sar., 2009). Definisani stereotaksicki opsezi za PPT jedro su bili: 6,90 — 7,40
mm; 7,50 — 8,00 mm i 8,10 — 8,60 mm posteriorno od bregme. Preseci su uslikani na mikroskopu, a
zatim su rasporedeni u definisane stereotaksicke opsege (Ciric i sar., 2018; Petrovic i sar., 2013a;
Petrovic i sar., 2021a; Radovanovic i sar., 2021, 2026). Prebrojavanje NADPH — dijaforaza pozitivnih
neurona PPT jedra je radeno za svaku Zivotinju na tri koronalna preseka (po jedan presek za svaki
stereotaksiCki opseg), zasebno za svaku stranu mozga (dve vrednosti po preseku). Za svaku
eksperimentalnu grupu i svaki stereotaksicki opseg odredena je srednja vrednost broja ACh neurona
po strani PPT jedra. Na isti nacin su prebrojani i NADPH — dijaforaza pozitivni neuroni PPT jedra u
fizioloskim kontrolama. Potom je ACh deficit po strani mozga, a za svaki stereotaksicki opseg,
iskazan kao razlika procenata broja NADPH — dijaforaza pozitivnih neurona u odnosu na kontrolne
srednje vrednosti uzete kao 100% (Ciric i sar., 2018; Petrovic i sar., 2013a; Petrovic i sar., 2021a;
Radovanovic i sar., 2021, 2026).
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Kvantifikacija DA deficita (unilateralna lezija SNpc jedra) u eksperimentalnim modelima
hemiparkinsonizma i hemiparkinsonizma sa holinopatijom PB je uradena u odnosu na kontralateralnu
stranu mozga koja je smatrana neoste¢enom (kontrolnom) (Ciric i sar., 2019; Petrovic i sar., 2021a;
Radovanovic i sar., 2021, 2026). Kao i u slu¢aju ACh deficita, definisana su tri sterotaksicka opsega,
u okviru celokupne antero-posteriorne dimenzije SNpc jedra (Paxinos i sar., 2009). Definisani
stereotaksiCki opsezi za SNpc jedro su bili: 4,60 — 5,10 mm; 5,20 — 5,70 mm i 5,80 — 6,30 mm
posteriorno od bregme. Prebrojavanje TH pozitivnih neurona, kako lediranog, tako i kontrolnog,
kontralateralnog SNpc jedra je uradeno za svaku Zivotinju i za svaki stereotaksicki opseg. Zatim je
DA deficit izraZzen kao razlika procenata broja TH pozitivnih neurona lediranog SNpc jedra u odnosu
na kontrolne srednje vrednosti kontralateralnog SNpc jedra, uzetih kao 100% (Ciric i sar., 2019;
Petrovic i sar., 2021a; Radovanovic i sar., 2021, 2026).

3.8 Imunohistohemijsko bojenje GABA-ergi¢kih PV+ interneurona i
sinaptickih proteina (MAP2 i PSD-95)

GABA-ergicki PV+ interneuroni i sinapti¢ka reorganizacija prac¢eni SU na presecima u regionu
hipokampusa (Eksperiment 1 i Eksperiment 2) i RT jedra (Eksperiment 1). Sinapticka reorganizacija
je identifikovana analizom dva postsinapticka proteina: MAP2 i PSD-95 (markera ekscitatornih
sinapsi) (Radovanovic i sar., 2021, 2023a, 2023b, 2026).

Pocetak imunohistohemijske procedure je podrazumevao ispiranje preseka u 0,1 M PBS-u, 3
puta po 5 minuta. Kako bi se neutralizovala aktivnost endogene peroksidaze u tkivu preseci su
inkubirani 15 minuta u 0,1 M rastvoru PBS-a sa 3% vodonik-peroksidom i 10% metanolom. Preseci
su zatim ispirani 3 puta po 5 minuta u 0,1 M PBS-u. Inkubacijom preseka u 0,1 M PBS-u sa 5% NDS
tokom 60 minuta na sobnoj temperaturi blokirana su mesta za nespecifi¢no vezivanje antitela. Zatim
su preseci inkubirani 24 sata na + 4 °C sa primarnim antitelom. Za metodu bojenja PV interneurona
kori$¢eno je mi§je monoklonsko anti-PV antitelo (P3088, Sigma-Aldrich, Berlington, Masacusets,
SAD) razblazeno 1:2000 u 0,1 M PBS puferu sa 0,3% Tx-100 (Radovanovic i sar., 2021, 2023a,
2023b, 2026; Rajkovic i sar., 2019). Primarno antitelo koje je koris¢eno u eksperimentalnoj proceduri
za MAP2 je miSje monoklonsko anti-MAP2 antitelo (MAB378, Merck Milipore, Berlington,
Masacusets, SAD) razblazeno 1:6000 u 0,1 M PBS-u sa 0,1% Tx-100, dok je za PSD-95 koris¢eno
misje monoklonsko anti-PSD-95 antitelo (MAB1598, Merck Milipore, Berlington, Masacusets,
SAD) razblazenja 1:200 u 0,1M PBS-u sa 0,1% Tx-100 (Radovanovic i sar., 2021, 2023a, 2023b).
Nakon inkubacije u primarnom antitelu preseci su najpre isprani 3 puta po 5 minuta u 0,1 M PBS-u,
a zatim su 90 minuta inkubirani u poliklonskom ze¢jem anti-miSjem sekundarnom antitelu
razblazenom 1:100 u 0,1 M PBS-a. Imunoreakcija je vizuelizovana koriS¢enjem 1% DAB-a
rastvorenog u 0.1 M PBS-u sa 0,3% vodonik-peroksidom. Nakon primene rastvora DAB-a preseci su
isprani u ¢esmenskoj vodi, zatim u destilovanoj vodi i na kraju u 0,1 M PBS-u. Preseci su navuceni
na mikroskopske plocice u 0,1 M PBS-u i ostavljeni da se suse na sobnoj temperaturi. Narednog dana
preseci su dehidrirani u rastu¢im koncentracijama alkohola (70%, 96% i 100% etanol), a zatim su
isprani ksilolom. Iz ksilola mikroskopske ploCice sa presecima su prekrivene DPX medijumom i
pokrovnim staklom 1 ostavljeni da se suSe na sobnoj temperaturi (Radovanovic i sar., 2021, 2023a,
2023Db). Preparati su analizirani i slikani na Leica svetlosnom mikroskopu sa kamerom.

3.8.1 Kvantifikacija GABA-ergi¢kih PV+ interneurona

Kvantitativna analiza GABA-ergickih PV+ interneurona u nivou DG hipokampusa
sprovedena je na .tif slikama primenom ImageJ 1.46 softvera (Radovanovic i sar., 2021, 2023a,
2023b, 2026; Rajkovic i sar., 2019). Nakon slikanja na svetlosnom mikroskopu svi preseci
odgovarajucih eksperimentalnih grupa su rasporedeni u tri stereotaksicka opsega koji pokrivaju
¢itavu antero-posteriornu dimenziju hipokampusa (Paxinos i sar., 2009). Definisani stereotaksicki
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opsezi za hipokampus su bili: 1,50 — 3,00 mm; 3,10 — 4,60 mm i 4,70 — 6,20 mm posteriorno od
bregme. PV+ interneuroni u DG su prebrojani u svim eksperimentalnim grupama, po svakoj strani

mozga, na svakom stereotaksickom opsegu i broj PV+ interneurona je izrazen kao srednja vrednost
+ SE.

3.9 Analiza spavanja

Analiza spavanja i EEG signala je uradena koris¢enjem softvera originalno razvijenog u
MATLAB 6.5, koji je potom nadograden za MATLAB R2011a (MathWorks Inc., Natik, Masacusets,
SAD). Analiza je obuhvatala sve signale odgovarajuéeg kvaliteta i bez artefakata snimljenih u grupi
implantiranih kontrolnih Zivotinja, kao i svih eksperimentalnih modela neuropatologije PB iz
Eksperimenta 1 u kojima je prethodno verifikovana lezija. Analizom je za svaku eksperimentalnu
grupu definisana (Slika 3.4): (1) arhitektura spavanja (duzina trajanja faza spavanja), (2) dinamika
epizoda spavanja (broj i trajanje epizoda svake faze spavanja), (3) EEG mikrostruktura (vrednosti
relativnih amplituda svih konvencionalnih EEG ritmova) i (4) dinamika vretena spavanja (gustina,
unutrasnja frekvencija i trajanje vretena spavanja) (Ciric i sar., 2018, 2019; Petrovic i sar., 2013a,
2021a, 2021b; Radovanovic i sar., 2021; Saponjic i sar., 2016).

3.9.1 Razdvajanje osnovnih faza spavanja

Na signale dobijene nakon SestoCasovnog snimanja primenjena je Furijeova transformacija ili
FFT algoritam (brza Furijeova transformacija) da bi se potom na osnovu EEG i EMG karakteristika,
svaka od 2160 Furijeovih epoha, duzine 10 sekundi, diferencirala kao jedna od tri osnovne faze
spavanja — budnost, NREM ili REM faza spavanja (Slika 3.4A). Osnovne faze spavanja razdvajane
su u dva koraka. Najpre su korisS¢enjem EEG signala motorne kore (MCx) ili hipokampusa (Hipp) na
osnovu proizvoda snaga EEG sigma i teta frekventnog opsega na y — osi, i ukupne snage EMG signala
na x — osi izdvojene 10-sekundne epohe budnosti (visoka ukupna snaga EMG-a, a niske vrednosti
proizvoda snage sigma i teta frekventnog opsega) od epoha spavanja (niska ukupna snaga EMG-a i
visoka vrednost proizvoda snage EEG sigma i teta frekventnog opsega). U slede¢em koraku su na
osnovu koli¢nika snaga delta i teta frekventnog opsega na x — 0si i ukupne snage EMG-a na y — o0si
10-sekundne epohe spavanja razdvojene na NREM (visa ukupna snaga EMG signala i vec¢i koli¢nik
snaga delta i teta frekventnog opsega) i REM fazu (niza ukupna snaga EMG signala i manji koli¢nik
snaga delta i teta frekventnog opsega). Diferencijacija svih epoha budnosti/NREM/REM spavanja
izvrSena je kori$¢enjem algoritma K-sredine za dva grupisanja, a radi boljeg razdvajanjanax —iy —
osi vrednosti su logaritmovane (Ciric i sar., 2018, 2019; Petrovic i sar., 2013a, 2021a, 2021b;
Radovanovic i sar., 2021; Saponijic i sar., 2016).
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Slika 3.4. Analiza spavanja i EEG signala. (A) Arhitektura spavanja — primer razdvajanja 10-sekundnih epoha budnosti (W grupisanje — crvene tacke),
NREM (NR grupisanje — plave tacke) i REM faze spavanja (R grupisanje — zelene tacke) u hipokampusu; (B) Dinamika epizoda spavanja — primer
grupne distribucije srednjeg broja REM epizoda razli¢itih trajanja u hipokampusu; (C) EEG mikrostruktura — primeri izmene relativnih EEG amplituda

tokom REM faze spavanja u hipokampusu; (D) Dinamika vretena spavanja — primer hipokampalnih HVS vretena (crveno) (1) i grupne distribucije
njihove unutra$nje frekvencije (1) tokom REM faze spavanja.
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Na ovaj nacin je za svaku zivotinju i svaku strukturu (MCx 1 Hipp) definisana arhitektura
spavanja, odnosno trajanje budnosti, NREM i REM faze spavanja, a potom i arhitektura spavanja
svake eksperimentalne grupe.

Pored razdvajanja osnovnih faza spavanja, u ovoj doktorskoj disertaciji posebno je analizirano
lokalno spavanje (spavanje motorne kore ili hipokampalno spavanje) (Ciric i sar., 2018, 2019;
Petrovic i sar., 2021a, 2021b). Za analizu lokalnog spavanja posebno su izdvojene istovremene
(simultane, zajednicke) 1 neistovremene (nesimultane, svojstvene) 10-sekundne epohe
budnosti/NREM/REM spavanja motorne kore i hipokampusa. Na primer, kada bi se prilikom
razdvajanja faza spavanja 10-sekundna NREM epoha simultano pojavila i u motornoj kori i u
hipokampusu, bila je definisana kao istovremena NREM epoha. Nasuprot tome, kada bi se simultano
u motornoj kori pojavila NREM epoha, a u hipokampusu REM epoha, ove epohe su bile definisane
kao neistovremene NREM/REM epohe (neistovremeni NREM motorne kore, odnosno neistovremeni
REM hipokampusa) (Ciric i sar., 2018, 2019; Petrovic i sar., 2021a, 2021b).

3.9.2 Dinamika epizoda spavanja

Nakon inicijalnog razdvajanja osnovnih faza spavanja analizirana je i dinamika epizoda
budnosti/NREM/REM stanja, kako motorne kore, tako i hipokampusa (Ciric i sar., 2018, 2019;
Petrovic i sar., 2021a). Za svako stanje (budnost/NREM/REM) definisane su i prebrojane epizode
koje su bile razli¢itog trajanja (Slika 3.4B). Naime, epizodom budnosti/NREM/REM stanja smatrana
je svaka pojedina¢na 10-sekundna epoha tog stanja (10-sekundna epizoda) ili viSe uzastopnih 10-
sekundnih epoha (20-sekundna epizoda, 30-sekundna epizoda...). Prose¢no trajanje epizode svakog
stanja je izraCunato spajanjem (konkatenacijom) epizoda svakog stanja i deljenjem dobijenog
ukupnog trajanja (izraZenog u minutima) sa brojem svih epizoda (10-s, 20-s, 30-s itd.) (Ciric i sar.,
2018, 2019; Petrovic i sar., 2021a).

3.9.3 EEG mikrostruktura

Analiza EEG mikrostrukture je podrazumevala pracenje izmena relativnih amplituda svih
konvencionalnih EEG ritmova (6 = 0,3—4 Hz; 6 = 4,1-8 Hz; 6 = 10,1-15 Hz; B = 15,1-30 Hz; y =
30,1-50 Hz), za svaku fazu spavanja (budnost, NREM i REM), prethodno definisanu samo na osnovu
istovremenih (zajednickih) 10-sekundnih epoha (Slika 3.4C) (Ciric i sar., 2018, 2019; Petrovic i sar.,
2021a). Da bi se eliminisao bilo kakav uticaj individualnih variranja apsolutnih amplituda signala,
izraCunate su relativne Furijeove amplitude (Petrovic i sar., 2013a, 2014; Saponjic i sar., 2016).
Pomoc¢u PDE funkcije (procena gustine verovatnoce) u MATLAB R2011a softveru izraunata je
grupna raspodela gustine verovatnoce relativnih amplituda svake faze spavanja. Naime, PDE analiza
je radena na ansamblu relativnih amplituda, objedinjavanjem vrednosti za svaku fazu spavanja i za
svaki frekventni opseg svih pacova koji pripadaju odredenoj eksperimentalnoj grupi (Ciric 1 sar.,
2018, 2019; Petrovic 1 sar., 2013a, 2021a; Saponjic 1 sar., 2016). Za statisti¢ku analizu grupne
raspodele gustine verovatnoce relativnih amplituda izraunate su srednje vrednosti amplituda na
svakih 60 minuta za budnost i NREM fazu, odnosno na svakih 30 minuta za REM fazu spavanja.

3.9.4 Dinamika vretena spavanja

U okviru dinamike vretena spavanja analizirana su dva tipa vretena — SS i HVS vretena.
Analiza je obuhvatala gustinu, trajanje i unutra$nju frekvenciju ovih vretena. Oba tipa vretena su
automatski detektovana tokom 1 sata NREM i1 REM spavanja, izdvojenog uvek izmedu 3. i 4. sata
snimanja spavanja, istovremeno u MCx i Hipp (Ciric i sar., 2017, 2018, 2019; Lazic i sar., 2019;
Radovanovic i sar., 2021). Za detekciju vretena koriséena je kontinualna transformacija talasa sa
osnovnim talasom pomocu ,,cmorl-2* funkcije, koja ozna¢ava kompleksni Morletov talas centralne
frekvencije 2 (fo = 2) (Adamczyk i sar., 2015; Ciric i sar., 2017, 2018, 2019; Lazic i sar., 2019;
Radovanovic i sar., 2021). Kriterijumi automatske detekcije SS vretena su bili pojasni filter 11-17
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Hz i trajanje od minimalno 0,5 sekundi. Kriterijumi za detekciju HVS vretena su bili pojasni filter
4,1-10 Hz i trajanje od minimalno 1 sekunde (Slika 3.4D). Zbog velikog broja pogresno detektovanih
vretena, morala je biti izvr§ena vizuelna validacija prethodno automatski detektovanih vretena (Ciric
i sar., 2017, 2018, 2019; Lazic i sar., 2019; Radovanovic i sar. 2021). Nakon vizuelne validacije sva
detektovana SS i HVS vretena su izdvojena i konkatenirana za svakog pacova, svaku strukturu
(motorna kora ili hipokampus), svako stanje (NREM ili REM spavanje) i svaku ekperimentalnu grupu
u okviru Eksperimenta 1, kako bi se u okviru finalne analize dinamike vretena spavanja odredile
grupne srednje vrednosti gustine, trajanja i unutrasnje frekvencije SS 1 HVS vretena.

3.10 Statisticka analiza podataka

Svi rezultati istrazivanja su predstavljeni kao grupne srednje vrednoste + SE. Celokupna
statistiCka obrada podataka je obavljena koris¢enjem softverskog paketa IBM SPSS Statistics 25 (IBM
Corporation 2017, Armonk, Njujork, SAD). Rezultati testa prepoznavanja novog objekta (PI
vrednosti) su analizirani primenom Studentovog t-testa za jedan uzorak, a nakon provere normalnosti
podataka Shapiro-Wilk testom. Opsta eksploratorna aktivnost tokom NORT-a je procenjena na
osnovu grani¢ne vrednosti koja je iznosila 50% (eksploratorna aktivnost > 50% — grupa aktivna;
eksploratorna aktivnost < 50% — grupa neaktivna). Analiza svih ostalih statisti¢kih razlika srednjih
vrednosti je izvrSena kori$éenjem neparametarske jednofaktorske Kruskal-Wallis ANOVA (y?
vrednosti) analize sa dvostranim post-hoc Mann-Whitney U testom (z vrednosti), dok je za analizu
korelacionih odnosa koris¢en Pirsonov koeficijent linearne korelacije. Statisticki znacajnim su
smatrane sve vrednosti p < 0,05.
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4 REZULTATI




4.1 Eksperimentalni modeli Parkinsonove bolesti — histoloska identifikacija i
kvantifikacija lezija

Kako bi se verifikovali eksperimentalni modeli PB koris¢eni u ovoj doktorskoj disertaciji
najpre je uradena identifikacija i kvantifikacija (Poglavlje 3.7) ACh (lezija PPT jedra) i/ili DA (lezija
SNpc jedra) deficita. Na osnovu potvrdenih i kvantifikovanih lezija definisane su inicijalne
eksperimentalne grupe za potrebe dalje analize poremecaja spavanja i memorijskih funkcija, odnosno
¢elijskih osnova ovih poremecaja. Pacovi u kojima nisu identifikovane lezije bili su iskljuceni iz dalje
analize.

4.1.1 Holinopatija Parkinsonove bolesti

Za procenu deficita ACh neurona izazvanog bilateralnom lezijom PPT jedra (eksperimentalni
model holinopatije PB) odredene su vrednosti broja ACh neurona u kontrolnoj grupi Zivotinja za sva
tri definisana stereotaksiCka opsega koja pokrivaju celu antero-posteriornu dimenziju PPT jedra.
Apsolutni broj ACh neurona za kontrolnu grupu je izrazen kao srednja vrednost + SE i smatran je kao
100% vrednosti u odnosu na koju je izracunat procenat ACh deficita. Srednje vrednosti apsolutnog
broja ACh neurona za kontrolnu grupu su iznosile: 48,41 + 1,56 za stereotaksicki opseg 6,90 — 7,40
mm posteriorno od bregme; 79,50 + 1,44 za stereotaksicki opseg 7,50 — 8,00 mm posteriorno od
bregme i 108,20 * 2,12 za stereotaksicki opseg 8,10 — 8,60 mm posteriorno od bregme.

ACh deficit u modelu holinopatije PB je iznosio: 22,42 + 2,54% za stereotaksicki opseg 6,90
— 7,40 mm posteriorno od bregme; 27,22 + 1,68% za stereotaksicki opseg 7,50 — 8,00 mm posteriorno
od bregme i 30,68 + 1,48%, za stereotaksicki opseg 8,10 — 8,60 mm posteriorno od bregme. Dakle,
srednji deficit ACh neurona bio je veéi od 22% kroz celokupnu antero-posteriornu dimenziju PPT
jedra, sa maksimalnim deficitom od 30,68 + 1,48% na posteriornoj koordinati. Na Slici 4.1 su
predstavljeni rezultati kvantifikacije ACh neurona u eksperimentalnom modelu holinopatije PB u
celoj antero-posteriornoj dimenziji PPT jedra.

Holinopatija Parkinsonove bolesti
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Slika 4.1. Kvantifikacija holinergi¢kog deficita u eksperimentalnom modelu holinopatije PB.
Prikaz holinergickog deficita u tri stereotaksicka opsega celokupne antero-posteriorne dimezije PPT
jedra (n = 8).
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4.1.2 Hemiparkinsonizam

U eksperimentalnoj grupi Zivotinja koje su imale unilateralnu leziju SNpc jedra (model
hemiparkinsonizma) za procenu DA deficita kao kontrolna vrednost (100%) koris¢ena je srednja
vrednost broja DA neurona kontralateralnog SNpc jedra koje nije ledirano. Srednje vrednosti
apsolutnog broja DA neurona za kontrolnu grupu su odredene u tri definisana stereotaksi¢ka opsega
koji pokrivaju celu antero-posteriornu dimenziju SNpc jedra i iznosile su: 122,00 + 10,40 za
stereotaksicki opseg 4,60 — 5,10 mm posteriorno od bregme; 140,13 + 6,89 za stereotaksicki opseg
5,20 — 5,70 mm posteriorno od bregme) 1 90,06 + 5,85 za stereotaksicki opseg 5,80 — 6,30 mm
posteriorno od bregme.

DA deficit u modelu hemiparkinsonizma je iznosio: 59,15 £ 12,54%, za stereotaksicki opseg
4,60 — 5,10 mm posteriorno od bregme; 56,90 = 12,50% za stereotaksi¢ki opseg 5,20 — 5,70 mm
posteriorno od bregme i 92,64 + 0,89% za stereotaksicki opseg 5,80 — 6,30 mm posteriorno od
bregme. Dakle, srednja vrednost gubitka DA neurona u celoj antero-posteriornoj dimenziji SNpc
jedra je bila ve¢a od 56%, sa maksimalnim deficitom od 92,64 £+ 0,89% na posteriornoj koordinati.
Rezultati kvantifikacije DA deficita u eksperimentalnom modelu hemiparkinsonizma su prikazani na
Slici 4.2.

Hemiparkinsonizam
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Stereotaksicki opseg posteriorno od bregme (mm)
Slika 4.2. Kvantifikacija dopaminergickog deficita u eksperimentalnom modelu

hemiparkinsonizma. Prikaz dopaminergickog deficita u tri stereotaksi¢ka opsega celokupne antero-
posteriorne dimezije SNpc jedra (n = 8).
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4.1.3 Hemiparkinsonizam sa holinopatijom Parkinsonove bolesti

U eksperimentalnom modelu hemiparkinsonizma sa holinopatijom PB (unilateralna lezija
SNpc jedra i bilateralna lezija PPT jedra) ACh i DA deficit je odreden na isti na¢in kao i u prethodna
dva modela. Rezultati kvantifikacije ACh i DA deficita u ovom eksperimentalnom modelu su
prikazani na Slici 4.3.

Za kvantifikaciju ACh deficita koris¢ene su iste srednje kontrolne vrednosti apsolutnog broja
ACh neurona PPT jedra kao i u modelu holinopatije PB, a u odnosu na njih je izracunat procenat ACh
deficita u eksperimentalnom modelu hemiparkinsonizma sa holinopatijom PB koji je iznosio: 27,65
+ 2,49% za stereotaksi¢ki opseg 6,90 — 7,40 mm posteriorno od bregme; 36,99 + 2,89% za
stereotaksicki opseg 7,50 — 8,00 mm posteriorno od bregme i 32,52 + 3,59% za stereotaksicki opseg
8,10 — 8,60 mm posteriorno od bregme.

Hemiparkinsonizam sa holinopatijom Parkinsonove bolesti
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Slika 4.3. Kvantifikacija holinergi¢kog i dopaminergickog deficita u eksperimentalnom modelu

hemiparkinsonizma sa holinopatijom PB. Prikaz holinergi¢kog (A) i dopaminergickog (B) deficita
u tri stereotaksic¢ka opsega celokupne antero-posteriorne dimenzije PPT i SNpc jedra (n = 8).
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Za kvantifikaciju DA deficita u eksperimentalnom modelu hemiparkinsonizma sa
holinopatijom PB koriS¢ene su slede¢e kontrolne vrednosti apsolutnog broja DA neurona: 244,71 +
26,12 za stereotaksicki opseg 4,60 — 5,10 mm posteriorno od bregme; 199,71 & 13,50 za stereotaksicki
opseg 5,20 — 5,70 mm posteriorno od bregme i 115,14 + 13,12 za stereotaksicki opseg 5,80 — 6,30
mm posteriorno od bregme. DA deficit u celoj antero-posterionoj dimenziji SNpc jedra je bio: 48,61
+ 11,44% za stereotaksicki opseg 4,60 — 5,10 mm posteriorno od bregme; 56,24 + 8,55% za
stereotaksicki opseg 5,20 — 5,70 mm posteriorno od bregme i 72,93 + 12,83% za stereotaksicki opseg
5,80 — 6,30 mm posteriorno od bregme.

U eksperimentalnom modelu hemiparkinsonizma sa holinopatijom PB srednja vrednost
gubitka ACh neurona u celoj antero-posteriornoj dimenziji PPT jedra je bila veca od 27%, sa
maksimalnim deficitom od 36,99 + 2,85% u medijalnom stereotaksickom opsegu, dok je srednja
vrednost gubitka DA neurona u celoj antero-posteriornoj dimenziji SNpc jedra bila vec¢a od 48%, sa
maksimalnim deficitom od 72,93 + 12,83% u posteriornom stereotaksiCkom opsegu. Primeri
individualne histoloske identifikacije ACh deficita (bilateralna lezija PPT jedra) i DA (unilateralna
lezija SNpc jedra) deficita su prikazani su na Slici 4.4A. Na koronalnim presecima mozga kontrolnih
zivotinja (Slika 4.4A, levi paneli) uocavaju se brojni ACh neuroni PPT jedra nakon bojenja NADPH-
dijaforazom, na svim posmatranim stereotaksickim opsezima. Potvrdu uspeSnosti bilateralne lezije
PPT jedra daje smanjenje broja ovih neurona u modelu holinopatija PB (Slika 4.4A, desni paneli).
Na Slici 4.4B prikazani su reprezentativni koronalni preseci mozga pacova sa unilateralnom lezijom
SNpc jedra gde se nakon TH bojenja uocava deficit DA neurona u lediranom SNpc jedru (narocito u
posteriornim delovima) u odnosu na kontrolno kontralateralno jedro.

Kako se model hemiparkinsonizma sa holinopatijom PB zasniva na udruzenom ACh i DA
deficitu, postojala je mogucnost da deficit ACh neurona doprinosi dodatnom gubitku DA neurona u
SNpc jedru i obrnuto. Kako bi bila ispitana ta mogucnost, uporeden je srednji broj ACh neurona PPT
jedra izmedu modela holinopatije PB i hemiparkinsonizma sa holinopatijom PB, kao i srednji broj
DA neurona izmedu modela hemiparkinsonizma i hemiparkinsonizma sa holinopatijom PB za svaki
stereotaksicki opseg. Ustanovljeno je da nije bilo statisti¢ki znacajnih razlika u gubitku DA neurona
u modelima hemiparkinsonizma (Slika 4.2 i Slika 4.3B; z > -0,91; p > 0,62). Medutim, pokazano je
da postoji ve¢i ACh deficit u modelu hemiparkinsonizma sa holinopatijom PB u odnosu na model
holinopatije PB, ali samo za stereotaksicki opseg 7,50 — 8,00 mm posteriorno od bregme (Slika 4.1 i
Slika 4.3A;z=-2,52; p=10,01).
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Slika 4.4 Histoloska identifikacija holinergi¢kog i dopaminergickog deficita. (A) Primeri histoloske identifikacije holinergickog deficita (NADPH —
dijaforaza bojenje) nakon bilateralne lezije PPT jedra (desni paneli) u odnosu na kontrolno PPT jedro (levi paneli) u modelu hemiparkinsonizma sa
holinopatijom PB. (B) Primer histoloske identifikacije dopaminergi¢kog deficita (TH imunohistohemijsko bojenje) nakon unilateralne lezije SNpc jedra
u modelu hemiparkinsonizma sa holinopatijom PB. A: PPTc — nucleus tegmentalis pedunculopontinus pars compacta; xcsp — decussation pedunculorum
cerebellarium; MnR — nucleus raphe medianus; LDT — nucleus tegmentum laterodorsalis; Ledirano PPT jedro je obelezeno *. Skala 200 um. B: SNpc
— pars compacta substanciae nigrae; VTA — area tegmentalis ventralis; Ledirano SNpc jedro je obeleZzeno *. Skala 400 pum.
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4.2 Prodromalni poremecaji spavanja u eksperimentalnim modelima
Parkinsonove bolesti

Jedan od ciljeva ove doktorske disertacije bio je ispitivanje poremecaja spavanja, kao
prodromalnih nemotorickih manifestacija u razli¢itim eksperimentalnim modelima PB. Zbog toga su
efekti bilateralne lezije PPT jedra i/ili unilateralne lezije SNpc jedra (koje se nalaze u oshovi
eksperimentalnih modela) na arhitekturu spavanja, dinamiku epizoda spavanja, EEG mikrostrukturu
1 dinamiku vretena spavanja praceni u jednom terminu, odmah nakon oporavka pacova od operativne
procedure implantacije elektroda za registrovanje spavanja i odgovarajuce lezije, tj. 14 dana nakon
lezija i to u slede¢im eksperimentalnim grupama: fizioloska kontrola (n = 8), holinopatija PB (n = 8),
hemiparkinsonizam (n = 8) i hemiparkinsonizam sa holinopatijom PB (n = 8).

4.2.1 Lokalne izmene u arhitekturi spavanja i dinamici epizoda spavanja

Rezultati analize arhitekture spavanja kontrolne grupe i eksperimentalnih modela PB su
pokazali da u grupi Zivotinja sa holinopatijom PB nije bilo promene u duZini trajanja budnosti, NREM
i REM faze spavanja (z>-0,84; p < 0,40; Tabela 4.1). Nasuprot tome, u eksperimentalnim modelima
hemiparkinsonizma i1 hemiparkinsonizma sa holinopatijom PB dokazano je produzeno trajanje
budnosti, kako u motornoj kori, tako i u hipokampusu (z >-3,26; p <0,04), ali bez promena u trajanju
NREM i REM stanja (z > —1,68; p < 0,09; Tabela 4.1). Dalja analiza dinamike epizoda
budnosti/NREM/REM faze spavanja ukazala je na postojanje izrazite fragmentacije spavanja, kako
u motornoj kori, tako i u hipokampusu u oba eksperimentalna modela hemiparkinsonizma. Naime,
pokazano je da je produzeno trajanje budnosti uslovljeno povecanim brojem epizoda budnosti (z > —
2,74; p < 0,04; Tabela 4.1). Sa druge strane, povecan broj hipokampalnih NREM epizoda u oba
eksperimentalna modela hemiparkinsonizma (z>-2,93; p < 0,01; Tabela 4.1), nije uticao na ukupno
trajanje NREM spavanja zbog skracenja trajanja NREM epizoda (z > —-2,93; p < 0,01). Medutim,
poremecaj hipokampalnog REM spavanja, uslovljenog povecanim brojem REM epizoda kraceg
trajanja, potvrden je samo u modelu hemiparkinsonizma sa holinopatijom PB (z > -2,93; p < 0,01;
Tabela 4.1).

Grupne distribucije srednjih vrednosti broja epizoda budnosti/NREM/REM spavanja u
funkciji njihovog trajanja su prikazane na Slici 4.5. Ove distribucije su ukazale na dodatne specifi¢ne
izmene u dinamici epizoda budnosti/NREM/REM spavanja u modelima hemiparkinsonizma. Naime,
pokazano je da je povecanje broja epizoda budnosti obuhvatilo epizode svih trajanja, kako u motornoj
kori (Slika 4.5A), tako i u hipokampusu (Slika 4.5B), §to nije uticalo na srednje trajanje epizoda
budnosti (Tabela 4.1). Nasuprot tome, u slu¢aju hipokampalnih NREM i REM epizoda pokazan je
povecan broj krac¢ih i smanjen broj duzih NREM i REM epizoda (Slika 4.5B), §to je uticalo na
skracenje NREM epizoda u oba modela hemiparkinsonizma, dok je skrac¢enje hipokampalnih REM
epizoda ustanovljeno samo u modelu hemiparkinsonizma sa holinopatijom PB (Tabela 4.1).
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Tabela 4.1. Lokalna dinamika epizoda budnosti/NREM/REM spavanja u eksperimentalnim modelima Parkinsonove bolesti. Srednje trajanje
budnosti/NREM/REM spavanja tokom 6 h = SE (min), srednji broj i srednje trajanje epizoda budnosti/NREM/REM spavanja tokom 6 h = SE (min)
motorne kore (MCx) i hipokampusa (Hipp). Statisti¢ki zna¢ajne vrednosti za p < 0,05 su ozna¢ene podebljanim brojevima.

Srednje trajanje/6 h + SE (min)

Srednji broj epizoda/6 h £ SE

Srednje trajanje epizoda/6 h £ SE (min)

Budnost NREM REM Budnost NREM REM Budnost NREM REM

MCx

Kontrola 6117+687 19817+1336 10033+922  117,14+9,68 31057 +31,04 25943+3309  048+0,03 0,73 40,12 0,40 + 0,04
Holinopatija PB 6538+936  188,00+1120 10540+1244 12063+18,61 319,13+2427 28375+36,86 0,55 0,06 0,64 + 0,09 0,38 +0,02
Hemiparkinsonizam 93,17+11,03  187,73+£6,93  7877+13,12 15457+1235 261,14+23,84 18357 +30,50 0,67 +0,07 0,77 £0,08 0,39 +0,03
Hemiparkinsonizam 9679+966 176,04+1545 8683+11,71 180,50 +22,14 296,33+29,34 263,33+2098 0,58 +0,06 0,59 + 0,10 0,36 +0,03
sa holinopatijom PB

Hipp

Kontrola 5317+ 315 23348+1253 7302+1220 97204499  146,00+214 78,40 +502 0,52 + 0,02 1,71+0,03 0,77 0,08
Holinopatija PB 60,21+836  230,88+1448 6858+1571 109,88 +11,83 181,00+2015 127,25+29.49 0,54+ 0,05 1,46 +0,25 0,57 +0,05
Hemiparkinsonizam 87,817,809  210,71+599  61,15+1024 176,67+27,13 222,17+27,15 8883+17,03 0,58+ 0,06 1,05+0,13 0,60 0,09
Hemiparkinsonizam o0 oo g0/ 19508+1352 7504+1060 104254064 276.63+40,02 215503722 0,52+ 0,06 0,84+ 0,14 0,37 +0,02

sa holinopatijom PB
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Slika 4.5. Lokalna dinamika epizoda budnosti/NREM/REM spavanja u razli¢itim eksperimentalnim modelima Parkinsonove bolesti. Distribucija
grupnog srednjeg broja epizoda/6 h u funkciji njihovog trajanja (min) u motornoj kori (A) i hipokampusu (B). U ovim log-log distribucijama svaki
,horizontalni stepenik* postavljen je iznad svog odgovarajuceg trajanja oznacenog na x osi u minutima (npr. grupni srednji broj epizodana 6 hod 10 s
postavljen je iznad 10/60 = 0,17 min i tako dalje). Na prva dva gornja panela 10, 20 i 30 oznacavaju prve tri grupe epizoda trajanja od 10, 20 i 30 s, dok
horizontalni stepenici ispod kojih se nalaze predstavljaju grupni srednji broj epizoda budnosti tog trajanja/6 h. Delovi distribucija koji nedostaju
predstavljaju srednje vrednosti broja epizoda koji su jednake nuli, a ¢ije logaritmovane vrednosti nisu brojevi.
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4.2.2 Lokalne izmene u EEG mikrostrukturi NREM i REM faze spavanja

U okviru analize lokalne EEG mikrostrukture prac¢ena je izmena relativnih amplituda svih
konvencionalnih EEG ritmova zajednic¢kog (istovremenog) NREM i REM spavanja motorne kore i
hipokampusa (Slika 4.6).

Za razliku od holinopatije PB koja je izazvala poremecaj samo hipokampalnog NREM
spavanja, hemiparkinsonizam i hemiparkinsonizam sa holinopatijom PB uslovili su daleko ozbiljnije
poremecaje NREM/REM spavanja. Naime, holinopatija PB je, na samom pocetku neuropatologije
nastale usled bilateralnog deficita ACh neurona PPT jedra, povecala delta amplitudu i smanjila beta
amplitudu NREM spavanja u hipokampusu (Slika 4.6B; z > —3,26; p < 0,02). Nasuprot tome, obe
grupe hemiparkinsonizma su izazvale pove¢anje NREM/REM teta amplitude u motornoj kori (Slika
4.6A\; z>-5,02; p < 10*) i NREM teta amplitude u hipokampusu (Slika 4.6B; z > —4,04; p < 0,04),
dok je samo hemiparkinsonizam povecao hipokampalnu REM teta amplitudu (z = -2,73; p = 0,01).
Povecanje teta amplitude bilo je pra¢eno smanjenjem delta i povecanjem sigma amplitude tokom
NREM spavanja u motornoj kori u oba modela hemiparkinsonizma (Slika 4.6A, NREM paneli; z >
-3,39; p £ 0,02). Sa druge strane, u hemiparkinsonizmu, povecanje teta amplitude za vreme REM
spavanja u hipokampusu, bilo je praceno smanjenjem sigma i beta amplituda (Slika 4.6B, REM
paneli; z>-2,72; p <0,01).

Takode, pokazan je i suprotan obrazac promene NREM/REM beta amplitude u motornoj kori
(povecanje NREM beta amplitude i smanjenje REM beta amplitude u modelu hemiparkinsonizma sa
holinopatijom PB; Slika 4.6A; z>-2,23; p <0,03). Za razliku od toga hemiparkinsonizam je izazvao
smanjenje sigma i beta amplitude, ali samo tokom hipokampalnog REM spavanja (Slika 4.6B). Ove
heterogene promene u lokalnim NREM/REM EEG mikrostrukturama ukazuju na topografski i
stanjem (NREM/REM) uslovljen uticaj DA denervacije na kontrolu beta i sigma amplitude. Medutim,
u oba modela hemiparkinsonizma poremecaj DA kontrole tokom REM spavanja u motornoj kori i
hipokampusu je doveo do smanjenja beta amplitude (Slika 4.6A i B, REM paneli; z > -2,72; p <
0,03).

Pored toga, rezultati su pokazali i suprotan uticaj poremecaja DA i ACh kontrole na delta i
beta amplitude tokom NREM spavanja u hipokampusu, kao i u motornoj kori u odnosu na
hipokampus: NREM paneli motorne kore (Slika 4.6A), naspram NREM panela hipokampusa (Slika
4.6B).
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Slika 4.6. Lokalna NREM/REM EEG mikrostruktura u eksperimentalnim modelima Parkinsonove bolesti. Grupna raspodela gustine verovatnoce
relativnih EEG delta, teta, sigma i beta amplituda/6 h u toku NREM i REM spavanja u motornoj kori (A) i hipokampusu (B). Strelice okrenute ka gore
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opsega u odgovarajucoj eksperimentalnoj grupi u odnosu na kontrolnu grupu za vrednosti p < 0,05.
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4.2.3 Dinamika vretena spavanja

Rezultati analize dinamike vretena spavanja su pokazali da se prirodna vretena spavanja (SS
vretena) javljaju u kontrolnih pacova kako tokom NREM, tako i tokom REM faze spavanja, ali samo
u motornoj kori (Tabela 4.2, Tabela 4.3, Kontrola).

Holinopatija PB je indukovala pojavu SS vretena tokom NREM spavanja u hipokampusu
(Tabela 4.2, Holinopatija PB), kao i pojavu visokovoltaznih vretena (HVS vretena) u motornoj kori
i hipokampusu tokom NREM i REM spavanja (Tabela 4.3, Holinopatija PB). Ova ACh deficitom
indukovana HVS vretena, detektovana u motornoj kori i hipokampusu, su veée gustine i duzeg
trajanja tokom REM spavanja nego tokom NREM spavanja (Slika 4.7A; Tabela 4.3, Holinopatija
PB; z > —5,99, p < 10~* za motornu koru; z > —3,69, p < 10~* za hipokampus). Nasuprot tome, SS
vretena u motornoj kori su duzeg trajanja i manje gustine u toku REM spavanja nego tokom NREM
spavanja (Tabela 4.2, Holinopatija PB; z > —2,42, p = 0,02).

Hemiparkinsonizam je indukovao pojavu SS vretena u hipokampusu tokom NREM faze
spavanja (Tabela 4.2, Hemiparkinsonizam), ali i pojavu HVS vretena tokom REM faze spavanja u
obe mozdane strukture (Tabela 4.3, Hemiparkinsonizam).

Hemiparkinsonizam sa holinopatijom PB je indukovao pojavu SS vretena tokom REM faze u
hipokampusu (Tabela 4.2, Hemiparkinsonizam sa holinopatijom PB), kao i pojavu HVS vretena
tokom REM spavanja u obe mozdane strukture, a tokom NREM spavanja samo u motornoj kori
(Tabela 4.3, Hemiparkinsonizam sa holinopatijom PB).

Oba tipa vretena su manje srednje unutrasnje frekvencije u hipokampusu u odnosu na motornu
koru (Tabele 4.2, 4.3; z> 3,04, p < 0,02), osim u modelu hemiparkinsonizma sa holinopatijom PB
(Tabele 4.2,4.3; z=-1,69, p=0,09). Naime, u ovom modelu su se interstrukturne razlike u srednjoj
unutrasnjoj frekvenciji HVS vretena tokom REM spavanja izgubile usled porasta srednje unutraSnje
frekvencije HVS vretena u hipokampusu (Slika 4.7B., Tabela 4.3; z = 3,92, p = 10%).

Rezultati ove doktorske disertacije pokazuju da je REM spavanje predisponirajuce stanje za
indukovanje HVS vretena u svim eksperimentalnim modelima PB, posebno u modelima
hemiparkinsonizma (hemiparkinsonizam i hemiparkinsonizam sa holinopatijom PB). Takode,
ustanovljeno je da holinopatija PB produzava trajanje SS 1 HVS vretena, 1 povecava gustinu
indukovanih HVS vretena, posebno tokom REM faze spavanja (Tabela 4.3, Slika 4.7).
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Tabela 4.2. Dinamika prirodnih vretena spavanja (SS vretena) motorne kore i hipokampusa
tokom NREM/REM faze spavanja u razli¢itim eksperimentalnim modelima Parkinsonove
bolesti.

n — broj pacova; nSS — ukupan broj izdvojenih SS vretena; gustina/h — srednja frekvencija SS vretena
po satu NREM/REM spavanja (1/min); NREM/REM trajanje/h —srednje trajanje NREM/REM faze
(min); SS trajanje/h — ukupno trajanje izdvojenih SS vretena tokom 1 h NREM/REM spavanja
(min); SS trajanje — srednje trajanje SS vretena (s); SS frekvencija — srednja unutrasnja frekvencija
SS vretena (Hz); Podebljani brojevi oznacavaju statisticki znacajne razlike srednjih vrednosti izmedu
motorne kore (MCx) 1 hipokampusa (Hipp) za p < 0,05. * oznacavaju statisticki znacajne razlike
srednjih vrednosti izmedu NREM i REM spavanja za p < 0,05. \ oznacavaju srednje vrednosti koje
nisu analizirane jer su vretena spavanja bila prisutna kod manje od 50% pacova iz grupe.

Kontrola
n nss Gustina/h  NREM/REM  SStrajanje/h SStrajanje SSfrekvencija
(Umin)  trajanje/h (min) (min) () (Hz)
MC NREM 5/8 (63%) 29 034+017 2570+428 013+0,04 134+0,12 1356 £ 0,21
X
REM 7/8 (88%) 17 0,38+0,11 700+0,74 0,06+0,02 139+0,18 1365+0,28
Hi NREM 3/8 (38%) 12 \ \ \ \ \
i
P REM 3/8 (38%) 4 \ \ \ \ \
Holinopatija PB
n nss Gustinah  NREM/REM  SStrajanje/h SS trajanje SS frekvencija
Umin)  trajanje/h (min) (min) ) (Hz)
MC NREM 8/8 (100%) 124 052+0,10 31,02+233 0.31+005 118+0.04 1324 +£0.09
X
REM 8/8 (100%) 18 022x007* 1069+140 0,06+0.02 152+0,16* 1269 £0,16
Hi NREM 6/8 (75%) 31 0,17+0,08 3181+£291 010+0,04 121+0,06 12,70 £0,10
i
P REM 2/8 (25%) 6 \ \ \ \ \
Hemiparkinsonizam
n nss Gustinah  NREM/REM  SStrajanje/h SS trajanje SS frekvencija
Umin)  trajanje/h (min) (min) )] (H2)
MC NREM 517 (71%) 132 091+0,21 2830+4,10 054+0,16 1,23+0,05 1331+0,08
X
REM 517 (71%) 34 0,73+0,21 9,00+0,46 021+0,06 188+0,14* 1314+011
Hi NREM 5/7 (71%) 36 0,24+0,07 2883+373 0,14+0,05 1,19+0,08 1256+011
PP REM 317 (43%) 9 \ \ \ \ \
Hemiparkinsonizam sa holinopatijom PB
n nss Gustinah  NREM/REM  SStrajanje/h SStrajanje SS frekvencija
(Umin)  trajanje/h (min) (min) () (H2)
MC NREM 8/8 (100%) 166 081+0,19 2588+3,05 044+0,16 128+0,04 1327 +0,07
X
REM 5/8 (63 %) 21 0,52+0,16 867+1,30 0,10+0,02 147+0,11 1340+0,22
Hi NREM 3/8 (38%) 19 \ \ \ \ \
i
PP REM 5/8 (63%) 12 0,33+0,06 757+120 0,06 +0,01 151+0,14 1251+038
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Tabela 4.3. Dinamika visokovoltaznih vretena (HVS vretena) motorne kore i hipokampusa
tokom NREM/REM faze spavanja u razlifitim eksperimentalnim modelima Parkinsonove

bolesti.

n — broj pacova; nHVS — ukupan broj izolovanih HVS vretena; gustina/h — srednja frekvencija HVS
vretena po satu NREM/REM spavanja (1/min); NREM/REM trajanje/h — srednje trajanje
NREM/REM faze (min); HVS trajanje/h — ukupno trajanje izolovanih HVS vretena tokom 1 h
NREM/REM spavanja (min); HVS trajanje — srednje trajanje HVS vretena (s); HVS frekvencija —
srednja unutra$nja frekvencija HVS vretena (Hz); Podebljani brojevi oznacavaju statisticki znacajne
razlike srednjih vrednosti izmedu motorne kore (MCx) 1 hipokampusa (Hipp) za p < 0,05. *
oznacavaju statisticki znacajne razlike srednjih vrednosti izmedu NREM i REM spavanja za p < 0,05.
\ oznacavaju srednje vrednosti koje nisu analizirane jer su vretena spavanja bila prisutna kod manje
od 50% pacova iz grupe.

Kontrola
n nHVS Gustinah  NREM/REM HVStrajanjesh  HVStrajanje  HVS frekvencija
Umin)  trajanje/h (min) (min) ) (Hz)
NREM 1/8 (13%) 2 \ \ \ \ \
MCx
REM 3/8 (38%) 14 \ \ \ \ \
Hi NREM 1/8 (13%) 3 \ \ \ \ \
i
P REM 2/8 (25%) 25 \ \ \ \ \
Holinopatija PB
Gustinah NREM/REM HVStrajanjeh  HVS trajanje HVS
n nHVS . . . k frekvencija
Umin)  trajanje/h (min) (min) ) (H2)
MC NREM 7/8 (88 %) 3 016+0,05 3117+2,69 012+0,04 157+0,08 7,67+0,19
X
REM 8/8 (100%) 79 115+040* 10,69+140 046+0,09 2,/9+0,12* 753+0,09
Hi NREM 7/8 (88 %) 16 0,07+0,02 30,64 +£2,66 0,07+0,03 1,74+0,11 711+017
i
PP REM 8/8 (100%) 104 120+0,26* 10,69+140 056+0,19 258+0,09* 717+007
Hemiparkinsonizam
n nHVS Gustins/h  NREM/REM HVStrajanjeh  HVStrajanje  HVS frekvencija
(Umin)  trajanje/h (min) (min) () (Hz)
MC NREM 317 (43%) 9 \ \ \ \ \
X
REM 517 (71%) 69 156+0,20 897+047 061+0,09 266+0,14 768+0,10
Hi NREM 17 (14%) 1 \ \ \ \
PP REM 5/7 (71%) 35 0,78+0,13 897047 0,30+0,04 254 + 0,18 7,36+0,11
Hemiparkinsonizam sa holinopatijom PB
n nHVS Gustins/h  NREM/REM HVStrajanjeh  HVStrajanje  HVS frekvencija
(Umin)  trajanje/h (min) (min) () (Hz2)
MC NREM 7/8 (88 %) 87 047+0,12 2612+351 033+0,12 1,60+0,01 761+0,01
X
REM 8/8 (100%) 52 094+0,21 794+118 0,26 £0,06 239+0,11* 793+0,09*
Hi NREM 3/8 (38%) 6 \ \ \ \ \
i
PP REM 8/8 (100%) 56 0,92+0,26 794+118 0,28+0,09 236+0,11 761+0,12
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Slika 4.7. Dinamika hipokampalnin NREM/REM visokovoltaznih vretena (HVS vretena) u
razli¢itim eksperimentalnim modelima Parkinsonove bolesti. (A) Primeri hipokampalnih HVS
vretena tokom NREM i REM faze spavanja izdvojenih iz EEG signala pacova sa holinopatijom PB:
(a) analogni 20-sekundni EEG signal hipokampalnog NREM i REM spavanja sa detektovanim HVS
vretenima obelezenim roze bojom; (b) isti EEG signal filtriran odgovaraju¢im pojasnim filterom (4,1-
10 Hz), koji je koriS¢en za detekciju i izdvajanje HVS vretena; (C) odgovaraju¢i EMG signal. (B)
Distribucija grupne raspodele gustine verovatno¢e unutrasnje frekvencije hipokampalnih HVS
vretena tokom REM spavanja u eksperimentalnim modelima PB. U grupne distribucije je ukljucen
ansambl od 104 HVS vretena izolovanih iz 8 Zivotinja sa holinopatijom PB, 35 HVS vretena iz 5
zivotinja sa hemiparkinsonizmom i 56 HVSS vretena izolovanih iz 8 Zivotinja sa hemiparkinsonizmom
sa holinopatijim PB. Podebljani brojevi sa * oznacavaju statisticki znacajne razlike srednjih vrednosti
unutrasnje frekvencije HVS vretena tokom REM spavanja za p < 0,05.
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4.3 Celijska osnova i sinapti¢ka reorganizacija prodromalnih poremecaja
spavanja u eksperimentalnim modelima Parkinsonove bolesti

Kako bi ispitali ¢elijsku osnovu i sinapticku reorganizaciju koje leze u osnovi prodromalnih
poremecaja spavanja u razli¢itim eksperimentalnim modelima PB pra¢ene su promene u broju
GABA-ergickih PV+ interneurona, kao 1 izmena ekspresije sinaptickih proteina MAP2 1 PSD-95 u
hipokampusu i RT jedru, strukturama koje imaju vaznu ulogu u regulaciji spavanja. Za analizu su
koriS¢eni serijski preseci pacova kojima su prethodno verifikovani i kvantifikovani ACh i/ili DA
deficit (vidi Poglavlje 4.1), a ¢ija je starost ve¢inom bila od 52 do 100 dana nakon specifi¢nih lezija.

4.3.1 Znacaj parvalbuminskih interneurona hipokampusa u lokalnim prodromalnim
poremecajima spavanja

Kvantifikacija broja PV+ interneurona u DG-u hipokampusa je izvrSena u svakoj
eksperimentalnoj grupi u celoj antero-posteriornoj dimenziji hipokampusa, i po svakoj strani mozga
u tri definisana stereotaksicka opsega: 1,50 — 3,00 mm posteriorno od bregme; 3,10 — 4,60 mm
posteriorno od bregme i 4,70 — 6,20 mm posteriorno od bregme (Slika 4.8, Slika 4.9).

Za razliku od hemiparkinsonizma gde nije bilo statisticki znac¢ajne promene u broju PV+
interneurona u odnosu na kontrolnu grupu (Slika 4.8, z > —1,01, p > 0,34), u modelu
hemiparkinsonizma sa holinopatijom PB je dokazano statisticki znaCajno smanjenje broja PV+
interneurona u celoj antero-posteriornoj dimenziji DG (Slika 4.8, z>—2,71, p <0,02). Nasuprot tome,
u modelu holinopatije PB je pokazano znacajno povecanje broja PV+ interneurona u stereotaksickom
opsegu od 1,50 — 4,60 mm posteriorno od bregme (Slika 4.8, z>—2,05, p=0,04). Individualni primeri
PV imunohistohemijskog bojenja za svaku eksperimentalnu grupu i za svaki definisani stereotaksicki
opseg su prikazani na Slici 4.9.
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Slika 4.8. Promena broja PV+ interneurona u DG-u hipokampusa u razli¢itim
eksperimentalnim modelima PB. Srednji broj PV+ interneurona u tri stereotaksi¢ka opsega
celokupne antero-posteriorne dimenzije DG-a hipokampusa kontrolnih pacova (n = 6) i u modelima
holinopatije PB (n = 4), hemiparkinsonizma (n = 4) i hemiparkinsonizma sa holinopatijom PB (n =
8). * oznacava statisti¢ki znacajne razlike u broju PV+ interneurona u odnosu na kontrolnu grupu za
p <0,05.
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Slika 4.9. Imunohistohemijska identifikacija PV+ internerona u DG-u hipokampusa u razli¢itim eksperimentalnim modelima PB. Individualni
primeri PV+ interneurona u razli¢itim eksperimentalnim modelima PB koji prikazuju promene u broju PV+ interneurona u tri stereotaksicka opsega
celokupne antero-posteriore dimenzije DG-a (1,50 — 3,00 mm posteriorno od bregme; 3,10 — 4,60 mm posteriorno od bregme i 4,70 — 6,20 mm posteriorno
od bregme). Skala 200 um. Znacajne promene u broju PV+ interneurona su uokvirene.
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Kako bi se ispitala veza promenjenog broja PV+ interneurona u eksperimentalnim modelima
PB i ACh i/ili DA deficita koji se nalazi u osnovi ovih modela izvrSena je korelaciona analiza (Slika
4.10). Zarazliku od DA deficita (eksperimentalni model hemiparkinsonizma i hemiparkinsonizma sa
holinopatijom PB) u kome nije ustanovljena funkcionalna sprega izmedu DA deficita i broja PV+
interneurona (Slika 4.10B; r = 0,32, p =0,20; r = 0,10, p = 0,69), ACh deficit (eksperimentalni model
holinopatije PB i hemiparkinsonizma sa holinopatijom PB) je bio pozitivno korelisan sa brojem PV+
interneurona u oba eksperimentalna modela (Slika 4.10A; r = 0,52, p = 107%; r = 0,29, p = 0,05).

Pored toga, kroz korelacionu analizu je ispitivana i veza izmedu promene broja PV+
interneurona i prethodno ustanovljenih poremecaja spavanja u razli¢itim eksperimentalnim modelima
PB (vidi Poglavlje 4.2.).

S obzirom na ustanovljenu fragmentaciju hipokampalnog spavanja u oba eksperimentalna
modela hemiparkinsonizma ispitan je i korelacioni odnos izmedu broja PV+ interneurona i
parametara arhitekture spavanja i dinamike epizoda spavanja. Pokazano je da u kontroli ne postoji
funkcionalna sprega izmedu broja PV+ interneurona u DG-u hipokampusa i trajanja
budnosti/NREM/REM spavanja u hipokampusu, kao ni sa brojem/trajanjem hipokampalnih
budnost/NREM/REM epizoda (p > 0,32). Nasuprot tome, ustanovljena je funkcionalna sprega izmedu
broja PV+ interneurona i trajanja epizoda budnosti u eksperimentalnom modelu hemiparkinsonizma
sa holinopatijom PB (Slika 4.11, r = 0,52, p = 0,01), dok kod drugih eksperimentalnih grupa nije
dokazana funkcionalna sprega (Slika 4.11, r>-0,25, p > 0,36). Naime, sa smanjenjem broja PV+
interneurona u DG-u hipokampusa trajanje hipokampalnih epizoda budnosti je krace (Slika 4.11).
Nakon toga, ispitan je i korelacioni odnos izmenjenih relativnih amplituda hipokampalnog
NREM/REM spavanja i broja PV+ interneurona. Pokazano je da ne postoji funkcionalna veza izmedu
broja PV+ interneurona u DG-u hipokampusa i hipokampalnih NREM/REM delta, teta, sigma, beta
1 gama relativnih amplituda, kako u kontrolnih pacova (p > 0,60 za NREM; p > 0,33 za REM), tako
ni u modelima PB (p > 0,37 za NREM; p > 0,33 za REM).
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Slika 4.10. Funkcionalna povezanost broja PV+ interneurona u DG-u hipokampusa i
holinergickog i/ili dopaminergi¢kog deficita u razli¢itim eksperimentalnim modelima PB. (A)
Korelacioni odnos (pozitivna linearna korelacija) broja PV+ interneurona i holinergi¢kog deficita u
modelima holinopatije (n = 4) i hemiparkinsonizma sa holinopatijom PB (n = 6). (B) Korelacioni
odnos (nema linearne korelacije) broja PV+ interneurona i dopaminergickog deficita u modelima
hemiparkinsonizma (n = 4) i hemiparkinsonizma sa holinopatijom PB (n = 7). Podebljani brojevi sa
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* oznaCavaju statistiCki znacajne linearne korelacije za p < 0,05.
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Slika 4.11. Funkcionalna povezanost broja PV+ interneurona u DG-u hipokampusa i trajanja
epizoda budnosti u razli¢itim eksperimentalnim modelima PB. Korelacioni odnos izmedu broja
PV+ interneurona u DG-u hipokampusa i trajanja epizoda budnosti kontrolnih pacova (n = 3) i u
modelima holinopatije PB (n = 3), hemiparkinsonizma (n = 3) i hemiparkinsonizma sa holinopatijom
PB (n = 7). Podebljani brojevi sa * oznacavaju statisticki znacajne korelacije za p < 0,05.

4.3.2 Znacaj sinapticke reorganizacije hipokampusa u lokalnim prodromalnim
poremecajima spavanja

Sinapti¢ka reorganizacija hipokampusa je pracena kroz ekspresiju postsinapti¢kih proteina
MAP2 i PSD-95, kako u kontrolnoj grupi Zivotinja, tako i u eksperimentalnim modelima PB u kojima
je prethodno dokazana izmena broja PV+ interneurona u DG-u hipokampusa.

Holinopatija PB je suprimirala ekspresiju MAP2 proteina, posebno u granularnom i
polimorfnom ¢elijskom sloju u DG-u (Slika 4.12, Prilog 1, Holinopatija PB), kao i u piramidalnom
i radijalnom ¢elijskom sloju CA3 regiona hipokampusa (Slika 4.13, Prilog 1, Holinopatija PB).

Hemiparkinsonizam sa holinopatijom PB je povecao ekspresiju MAP2 proteina u
granularnom i polimorfnom c¢elijskom sloju u DG-u hipokampusa (Slika 4.12, Prilog 1,
Hemiparkinsonizam sa holinopatijom PB), kao i u CA3 regionu hipokampusa (Slika 4.13, Prilog 1,
Hemiparkinsonizam sa holinopatijom PB).
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Slika 4.12. Ekspresija postsinapti¢kog proteina MAP2 u DG-u hipokampusa u razli¢itim eksperimentalnim modelima PB. Primeri ekspresije
MAP2 proteina u DG-u hipokampusa kontrolnih pacova (K15, K9, K16) i u modelima holinopatije PB (P6, P1, P10) i hemiparkinsonizma sa
holinopatijom PB (S/P5, S/P6, S/P8). Or — stratum oriens; Py — stratum pyramidale; Rad — stratum radiatum; Lmol — stratum lacunosum-moleculare;

MoDG - stratum moleculare; GrDG — stratum granulare; PoDG — stratum multiforme. Skala 200 pum. Znacajne izmene u ekspresiji MAP2 proteina su
uokvirene.
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Slika 4.13. Ekspresija postsinaptickog proteina MAP2 u CA3 regionu hipokampusa u razlicitim
ekperimentalnim modelima PB. Primeri ekpresije MAP2 proteina u CA3 regionu hipokampusa
kontrolnih pacova (K15, K9, K16) i u modelima holinopatije PB (P6, P1, P10) i hemiparkinsonizma
sa holinopatijom PB (S/P5, S/P6, S/P8). alv — alveus hippocampi; Or — stratum oriens; Py — stratum
pyramidale; Rad — stratum radiatum; Lmol — stratum lacunosum-moleculare; MoDG — stratum
moleculare; GrDG - stratum granulare; CA — Cornu ammonis. Skala 200 um. Znacajne izmene u
ekspresiji MAP2 proteina su uokvirene.

Pored smanjene ekspresije MAP2 proteina i povecanja broja PV+ interneurona, holinopatija
PB je smanjila ekspresiju postsinapti¢kog proteina PSD-95, posebno u granularnom i molekularnom
sloju DG (Slika 4.14, Prilog 2, Holinopatija PB), kao i u Rad i Py sloju CA3 regiona hipokampusa
(Slika 4.15, Prilog 2, Holinopatija PB).
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U modelu hemiparkinsonizma sa holinopatijom PB ekspresija proteina PSD-95 je bila
povecana, ali samo u GrDG i MoDG sloju DG (Slika 4.14, Prilog 2, Hemiparkinsonizam sa
holinopatijom PB), dok je ekspresija PSD-95 u ¢elijskim slojevima CA3 regiona ostala ista kao u
kontrolnim uslovima (Slika 4.15, Prilog 2, Hemiparkinsonizam sa holinopatijom PB).

Hemiparkinsonizam sa
holinopatijom PB

Kontrola Holinopatija PB

Slika 4.14. Ekspresija postsinapti¢kog proteina PSD-95 u DG-u hipokampusa u razlicitim
eksperimentalnim modelima PB. Primeri ekspresije PSD-95 proteina u DG-u hipokampusa
kontrolnih pacova (K9, K15, K16) i u modelima holinopatije PB (P1, P9, P10) i hemiparkinsonizma
sa holinopatijom PB (S/P7, S/P8, S/P9). MoDG - stratum moleculare; GrDG - stratum granulare;
PoDG - stratum multiforme. Skala 50 pm. Znacajne izmene u ekspresiji PSD-95 proteina su
uokvirene.
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Slika 4.15. Ekspresija postsinapti¢ckog proteina PSD-95 u CA3 regionu hipokampusa u
razli¢itim eksperimentalnim modelima PB. Primeri ekspresije PSD-95 proteina u CA3 regionu
hipokampusa kontrolnih pacova (K9, K15, K16) i u modelima holinopatije PB (P1, P9, P10) i
hemiparkinsonizma sa holinopatijom PB (S/P7, S/P8, S/P9). Py — stratum pyramidale; Rad — stratum
radiatum. Skala 50 pm. Znacajne izmene u ekspresiji PSD-95 proteina su uokvirene.
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4.3.3 Znacaj parvalbuminskih interneurona i sinapticke reorganizacije retikulo-
talamickog jedra u lokalnim prodromalnim poremecajima spavanja

Kako bi ispitali ¢elijsku osnovu indukovanih vretena spavanja, kao i njihove izmenjene
dinamike (dinamika HV'S vretena u REM fazi spavanja) u razli¢itim eksperimentalnim modelima PB,
pratili smo izmene PV+ interneurona i sinapticku reorganizaciju u RT jedru, koje predstavlja vazan
subkortikalni generator vretena spavanja.

U modelu hemiparkinsonizma sa holinopatijom PB broj PV+ interneurona u RT-u je bio
smanjen (Prilog 3, Hemiparkinsonizam sa holinopatijom PB). lako broj PV+ interneurona u RT-u
nije kvantifikovan, smanjenje broja je kvalitativno potvrdeno kod skoro svih pacova u grupi (n = 7/8).
Pored toga, uoceni su i defekti u PV ekspresiji u dorzalnom ili ventralnom delu RT, koji su bili prisutni
kod 3/7 pacova sa smanjenim brojem PV+ interneurona i to sa strane kombinovanih lezija (desha
strana mozga), a ukupna antero-posteriorna dimenzija tih defekata je bila od 0,64 mm do 1,84 mm.
Na Slici 4.16 su prikazani individualni primeri PV imunobojenja za svaku eksperimentalnu grupu
(Slika 4.16A) sa tipi¢nim individualnim primerima dorzalnog i ventralnog defekta u celokupnoj
antero-posteriornoj dimenziji RT-a (Slika 4.16B). Defekti su detektovani sa strane kombinovanih
lezija (uvek desna SNpc i PPT lezija), a dimenzija prikazanog individualnog primera defekta u
njegovoj celokupnoj antero-posteriornoj dimenziji je bila 1,84 mm (od —2,07 mm do -3,91 mm)
(Slika 4.16Bb, Bd, Bf). Ovaj unilateralni defekt u PV ekspresiji je predstavljen u odnosu na RT
kontralateralne strane mozga, koji je bio bez defekta (Slika 4.16Ba, Bc, Be).

Pored izmene broja PV+ interneurona u RT-u, pracena je i izmena ekspresije postsinaptickog
proteina MAP?2 i postsinapti¢kog proteina PSD-95 (Slika 4.17, Prilog 4, Prilog 5).

U eksperimentalnom modelu hemiparkinsonizma sa holinopatijom PB redukcija PV
ckspresije je bila pracena pojacanom ekspresijom MAP2 proteina u RT-u (Slika 4.17A,
Hemiparkinsonizam sa holinopatijom PB). Pojacana ekspresija MAP2 proteina bila je prisutna na
desnoj strani, ipsilateralno lezijama SNpc i PPT jedra, i bila je pojaana kako u odnosu na
kontralateralnu stranu (samo PPT lezija), tako i u odnosu na ekspresiju u kontrolnih pacova i u pacova
sa holinopatijom PB (Prilog 4, Hemiparkinsonizam sa holinopatijom PB). Takode, pokazano je i
parcijalno pojacanje ekspresije MAP2 proteina u dorzalnom delu RT-a u holinopatiji PB (Prilog 4,
Holinopatija PB). Tipi¢ni primeri MAP2 ekspresije za svaku eksperimentalnu grupu su predstavljeni
na Slici 4.17A.

lako nije bilo promene u broju PV+ interneurona u RT jedru u holinopatiji PB je delimi¢no
pojacanje ekspresije MAP2 proteina bilo praceno supresijom PSD-95 proteina (Slika 4.17B, Prilog
5, Holinopatija PB). Nasuprot tome, u modelu hemiparkinsonizma sa holinopatijom PB, pokazano je
smanjenje broja PV+ interneurona, dok je pojacana ekspresija MAP2 proteina bila pracena
ekspresijom PSD-95 proteina na nivou slicnom onom u kontrolnim uslovima (Slika 4.17B, Prilog 5,
Hemiparkinsonizam sa holinopatijom PB).
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Slika 4.16. Imunohistohemijska identifikacija PV+ interneurona RT jedra u razli¢itim
eksperimentalnim modelima PB. (A) Primeri PV+ interneurona u RT jedru u kontroli (K3),
holinopatiji PB (P10), hemiparkinsonizmu (S2) i hemiparkinsonizmu sa holinopatijom PB (S/P8).
(B) Prikaz defekta u antero-posterionoj dimenziji RT jedra (od 2,07 mm do 3,91 mm posteriorno od
bregme) u modelu hemiparkinsonizma sa holinopatijom PB (S/P5) ipsilateralno kombinovanoj leziji
(b,d,f) i u odnosu na kontralateralnu stranu (a,c,e). Rt — nucleus reticularis thalami; VL — nucleus
ventralis lateralis; VA —nucleus ventralis anterior thalami; VM — nucleus ventralis medialis thalami;
VPM - nucleus ventralis posteromedialis thalami; VPL — nucleus ventralis posterolateralis thalami;
ic — capsula interna. Skala 200 um. Znac¢ajne izmene u PV ekspresiji su uokvirene.
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Slika 4.17. Ekspresija postsinaptickih proteina MAP2 i PSD-95 u RT jedru u razli¢itim
eksperimentalnim modelima PB. (A) Primeri ekspresije MAP2 proteina u RT jedru u kontroli (K4),
holinopatiji PB (P9) i hemiparkinsonizmu sa holinopatijom PB (S/P7); Skala 200 pum. (B) Primeri
ekspresije PSD-95 proteina u RT jedru u kontroli (K4), holinopatiji PB (P9) i hemiparkinsonizmu sa
holinopatijom PB (S/P5); Skala 200 um. Rt — nucleus reticularis thalami; VPM — nucleus ventralis
posteromedialis thalami; VPL — nucleus ventralis posterolateralis thalami; ic — capsula interna.
Znacajne izmene u ekspresiji MAP2 i PSD-95 proteina su uokvirene.
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4.4 Poremecaji memorijskih funkcija u eksperimentalnim modelima
Parkinsonove bolesti

Pored prodromalnih poremecaja spavanja u okviru ove doktorske disertacije ispitivan je i
poremec¢aj memorijskih funkcija kao mogucih prodromalnih nemotori¢kih manifestacija PB, kao i
bazalna lokomotorna aktivnost u razli¢itim eksperimentalnim modelima PB.

Bazalna lokomotorna aktivnost (OFT), prostorna habituacija (SHT) i prepoznavanje novog
objekta (NORT) praceni su u dva termina, 14 i1 42 dana nakon lezija u slede¢im eksperimentalnim
grupama: intaktna kontola (n = 17), holinopatija PB (n = 12), hemiparkinsonizam (n = 11) i
hemiparkinsonizam sa holinopatijom PB (n = 13).

4.4.1 Spontana bazalna lokomotorna aktivnost

Rezultati analize bazalne motoricke aktivnosti u razli¢itim eksperimentalnim modelima PB
su prikazani na Slici 4.18. Ni jedna eksperimentalna grupa nije pokazala znacajne promene u
spontanoj lokomotornoj aktivnosti 14 i 42 dana nakon lezija (Slika 4.18; y*>2,01; p > 0,07). Naime,
I ukupna spontana lokomotorna aktivnost, merena tokom habituacije u otvorenoj areni u trajanju od
30 minuta, kao i 5-minutni vremenski profili pokazuju da su u svim eksperimentalnim modelima PB
bile o¢uvane motoricke sposobnosti.

4.4.2 Poremecaj prostorne hipokampus-zavisne memorije

U ovoj doktorskoj disertaciji kao indirektna mera prostorne memorije je koriSéen test
prostorne habituacije (SHT). Rezultati testa prostorne habituacije 14 i 42 dana nakon lezija su
prikazani na Slici 4.19. Naime, smanjenje eksploratorne aktivnosti, detektovane kao pad lokomotorne
aktivnosti tokom trodnevne habituacije, predstavlja fizioloski odgovor, dok poveéana ili neizmenjena
eksploratorna aktivnost sugerise poremecaj prostorne memorije.

Zna&ajan pad lokomotorne aktivnosti je pokazan u kontrolnih pacova (%= 24,41, p = 10%) i
u holinopatiji PB (y? = 15,14, p = 10®) 14 dana nakon lezije, $to ukazuje na fiziologki habitualni
odgovor, ¢ime je pokazano da je u ovim eksperimentalnim grupama ocuvana prostorna memorija
(Slika 4.19A, Kontrola, Holinopatija PB). Nasuprot tome, oba modela hemiparkinsonizma
(hemiparkinsonizam i hemiparkinsonizam sa holinopatijom PB) 14 dana nakon lezije nisu imala
fizioloski habitualni odgovor u vidu pada lokomotorne aktivnosti, $to ukazuje na oste¢enje prostorne
memorije (Slika 4.19A, Hemiparkinsonizam, Hemiparkinsonizam sa holinopatijom PB; y 2>
2,87, p=>0,22).

U terminu 42 dana nakon lezija je pokazano da je u svim eksperimentalnim modelima
parkinsonizma (Slika 4.19B, Holinopatija PB, Hemiparkinsonizam, Hemiparkinsonizam sa
holinopatijom PB) osteéena prostorna memorija (%2> 0,38, p > 0,22), dok je jedino kontrolna grupa
u ovom terminu imala adekvatan habitualni odgovor (Slika 4.19B, Kontrola; ¥>= 6,82, p = 0,03).
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Slika 4.18. Spontana bazalna lokomotorna aktivnost u razli¢itim eksperimentalnim modelima PB. (A) Vremenski profil za 5-minutne intervale
(levi panel) i ukupna lokomotorna aktivnost tokom 30 minuta testa otvorenog polja (desni panel) kontrolih pacova (n = 14) i u modelima holinopatije
PB (n = 10), hemiparkinsonizma (n = 7) i hemiparkinsonizma sa holinopatijom PB (n = 6) 14 dana nakon lezija; (B) Vremenski profil za 5-minutne
intervale (levi panel) i ukupna lokomotorna aktivnost tokom 30 minuta testa otvorenog polja (desni panel) kontrolih pacova (n = 6) i u modelima
holinopatije PB (n = 5), hemiparkinsonizma (n = 5) i hemiparkinsonizma sa holinopatijom PB (n = 5) 42 dana nakon lezija.
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Slika 4.19. Poremecaj prostorne memorije u razli¢itim eksperimentalnim modelima PB. (A)
Test prostorne habituacije kontrolnih pacova (n = 14) i u modelima holinopatije PB (n = 10),
hemiparkinsonizma (n = 7) i hemiparkinsonizma sa holinopatijom PB (n = 6) 14 dana nakon lezija.
(B) Test prostorne habituacije kontrolnih pacova (n = 6), i u modelima holinopatije PB (n = 5),
hemiparkinsonizma (n = 5) i hemiparkinsonizma sa holinopatijom PB (n = 5) 42 dana nakon lezija.
Prikazane su statisti¢ki znacajne pojedinac¢ne p-vrednosti za Mann-Whitney U testove u spontanoj
bazalnoj lokomotornoj aktivnosti.
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4.4.3 Poremecaj neprostorne hipokampus-zavisne memorije

U okviru ispitivanja poremecaja kratkotrajne i dugotrajne neprostorne hipokampus-zavisne
memorije u eksperimenatalnim modelima PB koris¢en je modifikovani NORT protokol sa
produzenim i fiksnim trajanjem (20 minuta) svih faza testa prepoznavanja novog objekta (NORT F,
NORT T1 i NORT T2). Stoga je najpre analizirano vreme provedeno u istrazivanju objekata kako bi
se definisala opsta eksploratorna aktivnost i vremenski profil eksploratorne aktivnosti (promene u
interesovanju za objekte) tokom trajanja testa. Opsta eksploratorna aktivnost je definisana za sve tri
faze testa kao procenat pacova u okviru grupe koji je bio aktivan u toku 5-minutnih intervala (Slika
4.20). Aktivnost grupe je procenjivana na osnovu definisane grani¢ne vrednosti (> 50% Zivotinja
aktivno — grupa aktivna; < 50% zivotinja aktivno — grupa neaktivna). Vremenski profili eksploratorne
aktivnosti su definisani kao procenat vremena provedenog u istrazivanju objekata tokom 5-minutnih
intervala u odnosu na ukupno vreme istrazivanja objekata tokom 20 minuta testa, uzetih kao 100%
(Slika 4.21).

Rezultati ovih analiza su pokazali da se najintenzivnija eksploratorna aktivnost belezi tokom
prvih 5 minuta testa, nevezano od ekperimentalne grupe, termina ili faze testa, kada su i svi pacovi
aktivno istrazivali objekte (Slika 4.20; Slika 4.21). Nakon prvih pet minuta, zainteresovanost pacova
za objekte se postepeno smanjivala, $to se moze videti i na osnovu aktivnosti grupe, (Slika 4.20), a i
na osnovu vremenskog profila eksploratorne aktivnosti (Slika 4.21). Pored toga, uocene su i neke
specifi¢nosti u profilima medu eksperimentalnim grupama.

Naime, u toku faze familijarizacije 14 dana nakon lezija pokazano je da su sve
eksperimentalne grupe bile aktivne tokom prvih 15 minuta, uz izuzetak hemiparkinsonizma gde je
zabelezen privremeni pad aktivnosti koja u 20. minutu ponovo raste (Slika 4.20A NORT F).
Najintenzivnija eksploratorna aktivnost belezi se u prvih 5 minuta testa (Slika 4.21, NORT F).
Medutim, tokom sledece faze testa (NORT T1) za razliku od kontrolne grupe, koja je bila aktivna
samo u prvih deset minuta, svi eksperimentalni modeli PB su imali produzeno vreme eksploracije
koje je trajalo svih 20 minuta u modelu holinopatije PB i hemiparkinsonizma sa holinopatijom PB,
odnosno 15 minuta u modelu hemiparkinsonizma (Slika 4.20A NORT T1; Slika 4.21A NORT T1).
U poslednjoj fazi testa (NORT T2) pokazano je da su kontrola i holinopatija PB imali sli¢ne
vremenske profile sa najintenzivnijom eksploratornom aktivno$¢u u prvih 10 minuta, dok su
hemiparkinsonizam 1 hemiparkinsonizam sa holinopatijom zadrZali obrazac produZene eksploracije
iz prethodne faze testa (Slika 4.20A NORT T2; Slika 4.21A NORT T2).

U terminu 42 dana nakon lezija, u toku familijarizacije je uoceno da su sve eksperimenalne
grupe bile aktivne tokom svih 20 minuta i sa najintenzivnijom eksploracijom u prvih 5 minuta testa
(Slika 4.20B NORT F; Slika 4.21B NORT F). U toku sledec¢e faze (NORT T1) za razliku od kontrole
i hemiparkinsonizma ¢ija je intenzivna eksploratorna aktivnost bila ograniena na 15 minuta, u
holinopatiji PB i hemiparkinsonizmu sa holinopatijom PB vreme intenzivne eksploracije bilo je
skraceno na 10 minuta (Slika 4.20B NORT T1; Slika 4.21B NORT T1). U poslednjoj fazi testa
(NORT T2) eksperimentalni modeli PB zadrzavaju svoje vremenske profile eksploratorne aktivnosti,
dok se u kontroli vreme eksploracije dodatno skratilo na 10 minuta (Slika 4.20B NORT T2; Slika
4.21B NORT T2).
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Slika 4.20. Opsta eksploratorna aktivnost tokom testa prepoznavanja novog objekta u eksperimentalnim modelima PB. (A) Grupna eksploratorna
aktivnost tokom 5-minutnih intervala testa kontrolnih pacova (n = 6) i u modelima holinopatije PB (n = 5), hemiparkinsonizma (n = 5) i
hemiparkinsonizma sa holinopatijom PB (n = 5) 14 dana nakon lezija. (B) Grupna eksploratorna aktivnost tokom 5-minutnih intervala testa kontrolnih
pacova (n = 8) i u mmodelima holinopatije PB (n = 5), hemiparkinsonizma (n = 6) i hemiparkinsonizma sa holinopatijom PB (n = 5) 42 dana nakon
lezija. NORT F — familijarizacija; NORT T1 - test kraktotrajne hipokampus-zavisne memorije; NORT T2 — test dugotrajne hipokampus-zavisne
memorije.

79



[ 1 Kontrola [ Holinopatija PB [ Hemiparkinsonizam [ Hemiparkinsonizam sa holinopatijom PB

A B
NORT F NORTF
-~ 100 - 100 -
= T
S’
=
/] 50 4 50
+ T
3 B T T T T
i T I
- T 17 T . - T T ~ T ; L
e 0 4 : T T ! 0 T T T |
Q 5 10 15 20 5 10 15 20 5 10 15 20 5 10 15 20 5 10 15 20 5 10 15 20 5 10 15 20 5 10 15 20
o —
=
=)
= 100 - NORT T1 100 - NORT T1
- — p=001
g p=0.02
>
;E 50 4 T p=0.04 50
E -
- I I
T T

- m L i . 1 ﬁT "B LT
= 0+ = T T T - 1 0+ T T T 1

5 1015 20 5 10 15 20 5 10 15 20 5 10 15 20 5 10 15 20 5 10 15 20 5 10 15 20 5 10 15 20
=
=
; 100 - NORT T2 100 - NORT T2
s
>
=
-
=] 50 50 4
£

1

= ]
@ ' 1 T [1 L T
S T T . T T T
> 0+ — : . ‘ 0+ : — - .

5 10 15 20 5 10 15 20 5 10 15 20 5 10 15 20 5 10 15 20 5 10 15 20 5 10 15 20 5 10 15 20

Vreme (min) Vreme (min)

Slika 4.21. Vremenski profili eksploratorne aktivnosti tokom testa prepoznavanja novog objekta u eksperimentalnim modelima PB. (A) Vreme
provedeno u istrazivanju objekata (%) tokom 5-minutnih intervala kontrolnih pacova (n = 6) i u modelima holinopatije PB (n = 5), hemiparkinsonizma
(n = 5) i hemiparkinsonizma sa holinopatijom PB (n = 5) 14 dana nakon lezija. (B) Vreme provedeno u istrazivanju objekata (%) tokom 5-minutnih
intervala kontrolnih pacova (n = 8) i u modelima holinopatije PB (n = 5), hemiparkinsonizma (n = 6) i hemiparkinsonizma sa holinopatijom PB (n = 5)
42 dana nakon lezija. NORT F — familijarizacija; NORT T1 — test kratkotrajne hipokampus-zavisne memorije; NORT T2 — test dugotrajne hipokampus-
zavisne memorije.
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U okviru daljeg ispitivanja kratkotrajne i dugotrajne neprostorne hipokampus-zavisne
memorije analizom vremena provedenog u istraZzivanju objekata izracunat je PI kao mera
prepoznavanja novog objekta. Na osnovu prethodnih rezultata koji su ukazali da je u prvih 5 minuta
testova najintenzivnija eksploracija u svim eksperimentalnim grupama, PI je racunat upravo za ovaj
vremenski period za sve faze testa, ukljucujuci i familijarizaciju. Rezultati testa prepoznavanja novog
objekta prikazani su na Slici 4.22.

Za analizu kratkotrajne (NORT T1) i dugotrajne hipokampus-zavisne memorije (NORT T2)
su koris¢ene sve zivotinje u okviru svih eksperimentalnih grupa koje u toku faze familijarizacije
(NORT F) nisu pokazale preferencu ka levom ili desnom objektu (PI1~= 0,5; Slika 4.22, NORT F; t>
— 0,97, p > 0,11). U toku NORT T1 faze ponasanje pacova odrazava ucenja novine (eksploracija
novog objekta) tokom prisecanja (prepoznavanje objekta iz faze familijarizacije), dok NORT T2 faza
odrazava reakciju na prethodno upoznatu novinu.

U terminu 14 dana nakon lezija Pl u toku NORT T1 faze je u svim eksperimentalnim grupama
bio znacajno iznad 0,5 (t > 2,96, p < 0,04), Sto pokazuje preferencu ka novom objektu i ukazuje na
ocuvanost kratkotrajne memorije (Slika 4.22A, NORT T1). Nasuprot tome, tokom NORT T2 faze,
Pl je u svim eksperimentalnim grupama bio na nivou statisticke slu¢ajnosti (P~ 0,5;t>-1,11,p >
0,33), sto pokazuje nepostojanje preference ka (prethodno upoznatim) objektima i ukazuje na
o¢uvanost dugotrajne memorije (Slika 4.22A, NORT T2).

U terminu 42 dana nakon lezija Pl u toku NORT T1 faze je u kontroli i hemiparkinsonizmu
bio znacajno iznad 0,5 (t > 2,66, p < 0,03), Sto pokazuje preferencu ka novom objektu i ukazuje na
oCuvanost kratkotrajne memorije (Slika 4.22B, NORT T1 Kontrola, Hemiparkinsonizam).
Nasuprot tome, Pl u toku NORT T1 faze u holinopatiji PB i hemiparkinsonizmu sa holinopatijom PB
je bio na nivou statisticke sluc¢ajnosti (PI1 = 0,5; t > —0,24 , p > 0,82), Sto pokazuje nepostojanje
preference ka novom objektu i ukazuje na osteéenje kratkotrajne memorije u ovim eksperimentalnim
modelima (Slika 4.22B, NORT T1 Holinopatija PB, Hemiparkinsonizam sa holinopatijom PB).
Tokom NORT T2 faze testa Pl u svim eksperimentalnim grupama je bio na nivou statisticke
slu¢ajnosti (PI = 0,5; t > —1,37, p > 0,08). S obzirom na rezultate NORT T1 faze, ovaj rezultat u
kontroli i hemiparkinsonizmu ukazuje na ocuvanost dugotrajne memorije (Slika 4.22B, NORT T2
Kontrola, Hemiparkinsonizam), dok u slucaju holinopatije PB i hemiparkinsonizma sa
holinopatijom PB ukazuje na poremecaj dugotrajne neprostorne hipokampus-zavisne memorije
(Slika 4.22B, NORT T2 Holinopatija PB, Hemiparkinsonizam sa holinopatijom PB).
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Slika 4.22. Poremecaj kratkotrajne i dugotrajne neprostorne hipokampus-zavisne memorije u
razli¢itim eksperimentalnim modelima PB. (A) Pl tokom testa prepoznavanja novog objekta
kontrolnih pacova (n = 6) i u modelima holinopatije PB (n = 5), hemiparkinsonizma (n = 5) i
hemiparkinsonizma sa holinopatijom PB (n = 5) 14 dana nakon lezija. (B) Pl tokom testa
prepoznavanja novog objekta kontrolnih pacova (n = 8) i u modelima holinopatije PB (n = 5),
hemiparkinsonizma (n = 6) i hemiparkinsonizma sa holinopatijom PB (n = 5) 42 dana nakon lezija.
Podebljani brojevi obelezeni crvenom bojom sa * oznacavaju vrednosti koje su statisti¢ki zna¢ajno
razli¢ite od 0,5. NORT F — familijarizacija; NORT T1 — test kraktotrajne hipokampus-zavisne
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82



4.5 Celijska osnova poremecaja memorijskih funkcija u eksperimentalnim
modelima Parkinsonove bolesti

Kako bi se ispitala celijska osnova poremecaja memorijskih funkcija u razli¢itim
eksperimentalnim modelima PB, prac¢ene su promene u broju PV+ interneurona hipokampusa u oba
termina nakon testiranja memorijskih funkcija (14 i 42 dana nakon lezija), kako u kontrolnih, tako i
u lediranih pacova.

4.5.1 Znacaj parvalbuminskih interneurona hipokampusa u poremeéajima
memorijskih funkcija

Za kvantifikaciju broja PV+ interneurona u DG-u hipokampusa su koris¢eni preseci u
stereotaksickom opsegu 3,10 — 4,60 mm posteriorno od bregme. Kvantifikacija je uradena po svakoj
strani mozga pacova, za svaku eksperimentalnu grupu i za svaki od termina u kojima su testirane
memorijske funkcije (Slika 4.23). Individualni primeri PV imunohistohemijskog bojenja za svaku
eksperimentalnu grupu i za oba termina su prikazani na Slici 4.24.

U eksperimentalnom modelu holinopatije PB nije bilo znacajne promene u broju PV+
interneurona u odnosu na kontrolnu grupu 14 i 42 dana nakon lezije (Slika 4.23, Slika 4.24,
Holinopatija PB;z>—1,91, p > 0,06), kao ni u eksperimentalnom modelu hemiparkinsonizma (Slika
4.23, Slika 4.24, Hemiparkinsonizam; z > —1,52, p > 0,13). Nasuprot tome, hemiparkinsonizam sa
holinopatijom PB je uslovio smanjenje broja PV+ interneurona u DG-u hipokampusa, ali tek 42. dana
nakon lezije (Slika 4.23B, Slika 4.24B, Hemiparkinsonizam sa holinopatijom PB; z=-3,17,p =
1073).

Da bi se dodatno ispitao znac¢aj PV+ interneurona u poremecajima memorijskih funkcija u
eksperimentalnim modelima PB, ispitan je linearni korelacioni odnos broja PV+ interneurona i
vrednosti PI, dobijenih u testu kratkotrajne i dugotrajne neprostorne hipokampus-zavisne memorije,
i to u terminu 42 dana nakon lezije (kada su i uo¢ene promene u broju PV+ interneurona). Na osnovu
ispitanog korelacionog odnosa pokazano je da je smanjenje broja PV+ interneurona bilo znacajno
funkcionalno spregnuto (pozitivna korelacije) sa oSteCenjem kratkotrajne memorije (NORT T1) u
eksperimentalnom  modelu  hemiparkinsonizma sa holinopatijom PB (Slika 4.25.,
Hemiparkinsonizam sa holinopatijom PB; r = 0,52, p = 0,04). Pored toga, znacajna funkcionalna
sprega (negativna korelacija) izmedu broja PV+ interneurona i oste¢enja kratkotrajne memorije je
pokazana i u eksperimentalnom modelu holinopatije PB (Slika 4.25., Holinopatije PB; r = —0,66, p
= 0,01). Za razliku od toga, funkcionalna sprega izmedu broja PV+ interneurona i dugotrajne
hipokampus-zavisne memorije (NORT T2) nije ustanovljena u ovim modelima PB (r > — 0,56, p >
0,05).
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Slika 4.23. Promena broja PV+ interneurona u DG-u hipokampusa u razli¢itim
eksperimentalnim modelima PB. (A) Srednji broj PV+ interneurona u DG-u hipokampusa
kontrolnih pacova (n = 4) i u modelima holinopatije PB (n = 6), hemiparkinsonizma (n = 3) i
hemiparkinsonizma sa holinopatijom PB (n = 5) 14 dana nakon lezija. (B) Srednji broj PV+
interneurona u DG-u hipokampusa kontrolnih pacova (n = 7) i u modelima holinopatije PB (n = 7),
hemiparkinsonizma (n = 5) i hemiparkinsonizma sa holinopatijom PB (n = 7) 42 dana nakon lezija.
* oznacava statisticki znacajne razlike u broju PV+ interneurona za p < 0,05.
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Slika 4.24. Imunohistohemijska identifikacija PV+ interneurona u DG-u hipokampusa u razli¢itim eksperimentalnim modelima PB. (A) Primeri
PV+ interneurona u DG-u hipokampusa kontrolnih pacova (K11, K14, K15) i u modelima holinopatije PB (P11, P7, P10), hemiparkinsonizma (S8, S7,
S10) i hemiparkinsonizma sa holinopatijom PB (S/P14, S/P10, S/P8) 14 dana nakon lezija. (B) Primeri PV+ interneurona u DG-u hipokampusa kontrolnih
pacova (K18, K19, K13) i u modelima holinopatije PB (P12, P5, P13), hemiparkinsonizma (S5, S2, S6) i hemiparkinsonizma sa holinopatijom PB (S/P3,
S/P7, SIP1) 42 dana nakon lezija. Skala 200 um. Znac¢ajne promene u broju PV+ interneurona su uokvirene.
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Slika 4.25. Funkcionalna povezanost broja PV+ interneurona u DG-u hipokampusa i indeksa preference u razli¢itim eksperimentalnim
modelima PB. Korelacioni odnos izmedu broja PV+ interneurona u DG-u hipokampusa i Pl iz testa kratkotrajne hipokampus-zavisne memorije (NORT
T1) kontrolnih pacova (n = 8) i u modelima holinopatije PB (n = 7), hemiparkinsonizma (n = 7) i hemiparkinsonizma sa holinopatijom PB (n = 8) 42
dana nakon lezija. Podebljani brojevi sa * oznacavaju statisticki znacajne korelacije za p < 0,05.
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4.6 Znacaj parvalbuminske ekspresije i sinapti¢ke reorganizacije hipokampusa
i retikulo-talamic¢kog jedra u progresiji neurodegeneracije

Kako bi se ustanovio znacaj izmena PV ekspresije i sinapticke reorganizacije koje su u osnovi
prodromalnih poremecaja spavanja i poremecaja memorijskih funkcija, posebno je analizirana
dinamika promene broja PV+ interneurona, kao i MAP2 i PSD-95 ekspresije tokom celokupnog
perioda pracenja neurodegeneracije, kako u hipokampusu, tako i u RT jedru, u svakom
eksperimentalnom modelu PB. Analize su sprovedene u tri vremenska okvira: u ranom periodu 14
dana nakon lezija, radi ispitivanja inicijalnih celijskih i sinaptickih promena, kao i u kasnijim
periodima, 42 dana i 52-100 dana nakon lezija, kako bi se procenile promene na celijskom i
sinaptickom nivou tokom progresije bolesti.

4.6.1 Holinopatija Parkinsonove bolesti

U modelu holinopatije PB supresija ekspresije MAP2 proteina u hipokampusu (Slika 4.26) i
PSD-95 proteina u RT jedru (Slika 4.27) je ustanovljena na samom pocetku neurodegeneracije (14
dana nakon obostrane lezije ACh neurona PPT jedra) i bila je prisutna tokom celokupnog perioda
pracenja, sve do 100. dana. Broj PV+ interneurona nije bio izmenjen od samog pocetka holinopatije
PB, ve¢ je samo u terminu 52 — 100 dana nakon lezije; poveéan broj PV+ interneurona u hipokampusu
bio pracen pojacanjem ekspresije MAP2 proteina u RT jedru. Rezultati dinamike promene broja PV+
interneurona i sinapticke reorganizacije u progresiji neurodegeneracije u eksperimentalnom modelu
holinopatije PB su prikazani na Slikama 4.26 i 4.27.

4.6.2 Hemiparkinsonizam

Tokom ukupnog perioda prac¢enja neurodegeneracije u modelu hemiparkinsonizma nije bilo
izmena, kako u broju PV+ interneurona, tako i u ekpresiji MAP2 i PSD-95 proteina, ni u hipokampusu
(Slika 4.28), ni RT jedru (Slika 4.29).

4.6.3 Hemiparkinsonizam sa holinopatijom Parkinsonove bolesti

U modelu hemiparkinsonizma sa holinopatijom PB pojacanje ekspresije PSD-95 proteina,
kako u hipokampusu, tako i u RT jedru je uo¢eno na samom pocetku neurodegeneracije (14 dana
nakon obostrane lezije ACh neurona PPT jedra i jednostrane lezije DA neurona SNpc jedra) i trajalo
je do kraja perioda pracenja. Dugotrajno pojacanje ekspresije PSD-95 proteina u hipokampusu, je od
42. dana nakon lezija bilo praéeno smanjenjem broja PV+ interneurona u ovoj strukturi kojoj se 100.
dana nakon lezija pridruzuje i Smanjenje broja PV+ interneurona u RT jedru. Ovo smanjenje broja
PV+ interneurona u obe mozdane strukture koje je nastalo u 100. danu uslovilo je pojac¢anje ekspresije
MAP?2 proteina, kako u hipokampusu, tako i u RT jedru. Rezultati dinamike promene broja PV+
interneurona i sinapticke reorganizacije u progresiji neurodegeneracije u eksperimentalnom modelu
hemiparkinsonizma sa holinopatijom PB su prikazani na Slikama 4.30 i 4.31.
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Holinopatija Parkinsonove bolesti

14d 42d 100d

Slika 4.26. Dinamika promene broja PV+ interneurona i sinapticke reorganizacije
hipokampusa u eksperimentalnom modelu holinopatije PB u progresiji neurodegeneracije. (A)
PV+ interneuroni u DG hipokampusa u modelu holinopatije PB (PV: P11, P12, P6) u odnosu na
kontrole (PV: K11, K19, K13); (B) Ekspresija MAP2 proteina u DG hipokampusa u modelu
holinopatije PB (MAP2: P7, P2, P6) u odnosu na kontrole (MAP2: K15, K18, K16); (C) Ekspresija
PSD-95 proteina u DG hipokampusa u nivou CA1 regiona u modelu holinopatije PB (PSD-95: P11,
P13, P1) u odnosu na kontrole (PSD-95: K11, K17, K16). Rad — stratum radiatum; Lmol — stratum
lacunosum-moleculare; MoDG — stratum moleculare; GrDG — stratum granulare; PoDG — stratum
multiforme; Skala za sve slike je 200 um, osim za slike PSD-95 ekspresije gde je skala 50 pm.
Znacajne promene u broju PV+ interneurona (A) i ekspresiji MAP2 proteina (B) su uokvirene.
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Holinopatija Parkinsonove bolesti

14d 42d 100d

Slika 4.27. Dinamika promene broja PV+ interneurona i sinapti¢ke reorganizacije RT jedra u
eksperimentalnom modelu holinopatije PB u progresiji neurodegeneracije. (A) PV+
interneuroni u RT jedruu modelu holinopatije PB (PV: P7, P12, P10) u odnosu na kontrole (PV: K15,
K10, K3); (B) Ekspresija MAP2 proteina u RT jedru u modelu holinopatije PB (MAP2: P7, P5, P9)
u odnosu na kontrole (MAP2: K11, K8, K3); (C) Ekspresija PSD-95 proteina u RT jedru u modelu
holinopatije PB (PSD-95: P6, P4, P1) u odnosu na kontrole (PSD-95: K14, K17, K10. Rt — nucleus
reticularis thalami; VPM — nucleus ventralis posteromedialis thalami; VPL — nucleus ventralis
posterolateralis thalami. Skala za sve slike je 200 pm. Znacajne promene u ekspresiji PSD-95
proteina (C) su uokvirene.
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Hemiparkinsonizam

14d 42d 100d

Slika 4.28. Dinamika promene broja PV+ interneurona i sinapticke reorganizacije u
eksperimentalnom modelu hemiparkinsonizma u progresiji neurodegeneracije. (A) PV+
interneuroni u DG hipokampusa u modelu hemiparkinsonizma (PV: S7, S5, S10) u odnosu na
kontrole (PV: K11, K19, K13); (B) Ekspresija MAP2 proteina u DG hipokampusa u modelu
hemiparkinsonizma (MAP2: S10, S6, S4) u odnosu na kontrole (MAP2: K15, K18, K16); (C)
Ekspresija PSD-95 proteina u DG hipokampusa u nivou CA1 regiona u modelu hemiparkinsonizma
(PSD-95: S8, S11, S10) u odnosu na kontrole (K11, K18, K15). Rad — stratum radiatum; Lmol —
stratum lacunosum-moleculare; MoDG - stratum moleculare; GrDG — stratum granulare; PoDG —
stratum multiforme. Skala za sve slike je 200 um, osim za slike PSD-95 ekspresije gde je skala 50
pm.
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Hemiparkinsonizam

14d 42d 100d

Slika 4.29. Dinamika promene broja PV+ interneurona i sinapti¢ke reorganizacije RT jedra u
eksperimentalnom modelu hemiparkinsonizma u progresiji neurodegeneracije. (A) PV+
interneuroni u RT jedru u modelu hemiparkinsonizma (PV: S9, S1, S17) u odnosu na kontrole (PV:
K15, K10, K3); (B) Ekspresija MAP2 proteina u RT jedru u modelu hemiparkinsonizma (MAP2: S7,
S2, S10) u odnosu na kontrole (MAP2: K11, K8, K3); (C) Ekspresija PSD-95 proteina u RT jedru u
modelu hemiparkinsonizma (PSD-95: S7, S4, S10) u odnosu na kontrole (PSD-95: K14, K17, K10).
Rt — nucleus reticularis thalami; VPM — nucleus ventralis posteromedialis thalami; VPL — nucleus
ventralis posterolateralis thalami. Skala za sve slike je 200 pum.
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Hemiparkinsonizam sa holinopatijom PB

14d 42d 100d

Slika 4.30. Dinamika promene broja PV+ interneurona i sinapti¢ke reorganizacije u
eksperimentalnom modelu hemiparkinsonizma sa holinopatijom PB u progresiji
neurodegeneracije. (A) PV+ interneuroni u DG hipokampusa u modelu hemiparkinsonizma sa
holinopatijom PB (PV S/P13, S/P3, S/P8) u odnosu na kontrole (PV: K11, K19, K13); (B) Ekspresija
MAP2 proteina u DG hipokampusa u modelu hemiparkinsonizma sa holinopatijom PB (MAP2:
S/P12, S/P4, S/P6) u odnosu na kontrole (MAP2: K15, Kil8, K16); (C) Ekspresija PSD-95 proteina
u DG hipokampusa u nivou CAL regiona u modelu hemiparkinsonizma sa holinopatijom PB (PSD-
95: S/P13, S/P4, S/P7) u odnosu na kontrole (PSD-95: K11, K17, K15). Rad — stratum radiatum;
Lmol — stratum lacunosum-moleculare; MoDG — stratum moleculare; GrDG — stratum granulare;
PoDG - stratum multiforme. Skala za sve slike je 200 um, osim za slike PSD-95 ekspresije gde je
skala 50 pum. Znacajne promene u broju PV+ interneurona (A) i ekspresiji MAP2 (B) i PSD-95
proteina (C) su uokvirene.
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Hemiparkinsonizam sa holinopatijom Parkinsonove bolesti
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Slika 4.31. Dinamika promene broja PV+ interneurona i sinapti¢ke reorganizacije u
eksperimentalnom modelu hemiparkinsonizma sa holinopatijom PB u progresiji
neurodegeneracije. (A) PV+ interneuroni u RT jedru u modelu hemiparkinsonizma sa holinopatijom
PB (PV: S/P13, S/P15, S/P8) u odnosu na kontrole (PV: K15, K10, K3); (B) Ekspresija MAP2
proteina u RT jedru u modelu hemiparkinsonizma sa holinopatijom PB (MAP2: S/P12, S/P1, S/P5)
u odnosu na kontrole (MAP2: K11, Ki8, K3); (C) Ekspresija PSD-95 proteina u RT jedru u modelu
hemmiparkinsonizma sa holinopatijom PB (PSD-95: S/P13, S/P4, S/P7) u odnosu na kontrole (PSD-
95: K14, K17, K10). Rt — nucleus reticularis thalami; VPM — nucleus ventralis posteromedialis
thalami; VPL — nucleus ventralis posterolateralis thalami. Skala za sve slike je 200 um. Znacajne
promene u broju PV+ interneurona (A), ekspresiji MAP2 (B) i PSD-95 proteina (C) su uokvirene.
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Sa starenjem ljudske populacije neurodegenerativne bolesti kao Sto je PB postaju sve
ucestalije, a posledice ovih bolesti ostaju jedan od vodecih uzroka invaliditeta, smanjenog kvaliteta
zivota i smrtnosti. Iako postoji znacajan napredak u razumevanju patofiziologije PB, mnogi aspekti
ove kompleksne neurodegenerativne bolesti i dalje nisu dovoljno razjasnjeni. U svetlu neuspeha
tradicionalnih pristupa u leCenju PB, i dalje postoji znacajna potreba za razvojem novih terapija koje
bi ublazile i usporile simptome ili zaustavile progresiju same bolesti (Bougea, 2024). Trenutni status
PB je u izvesnoj meri posledica isuvise dugog fokusa na motoricke aspekte i neurodegeneraciju DA
transmiterskog sistema koji se nalazi u njihovoj osnovi. Medutim, poslednjih godina PB se prepoznaje
kao ozbiljan multisistemski neurodegenerativni poremecaj, gde pored DA vaznu patofiziolosku ulogu
imaju i drugi neurotransmiterski sistemi. Disfunkcija ovih neurotransmiterskih sistema povezana je
sa Citavim spektrom nemotorickih poremecaja, koji ne samo da prate, nego mogu i prethoditi
motorickim poremecéajima (Poewe, 2008). Uprkos ¢injenici da se mogu javiti godinama, pa ¢ak i
decenijama pre klinicke manifestacije parkinsonizma, znacaj nemotoric¢kih simptoma kao sastavnog
dela klinicke slike PB, i dalje nije dovoljno uvazen.

U uslovima neurodegeneracije u PB, fizioloSki mehanizmi sinapticke i ¢elijske homeostaze
su naruSeni. lako ne predstavlja primarni uzrok neurodegeneracije, poremecaj GABA-ergicke
transmisije, vazne u regulaciji spavanja, dovodi do patoloskih izmena na ¢elijskom i sinaptickom
nivou, E/I disbalansa, metabolickog i strukturnog stresa neurona i poremecéaja homeostaze
celokupnog nervnog sistema, doprinoseci opstoj klinickoj slici 1 progresiji bolesti. Stoga su promene
u inhibitornoj kontroli putem GABA-ergickog sistema od posebne vaznosti za razumevanje
patofiziologije ranih nemotoric¢kih simptoma PB. Medutim, i pored intenzivnih istrazivanja GABA-
ergicka osnova nemotorickih simptoma, naro€ito promene na ¢elijskom i sinaptickom nivou, kao i
njihova vremenska dinamika tokom progresije bolesti, i dalje nisu u potpunosti razjasnjeni. Posebno
ostaje otvoreno pitanje da li disfunkcija GABA-ergickih neurona i poremecaji sinapti¢ke transmisije
prethode klini¢koj manifestaciji nemotorickih simptoma ili se ovi procesi razvijaju paralelno sa ranim
fazama neurodegeneracije.

5.1 Prodromalni poremecaji spavanja u eksperimentalnim modelima
Parkinsonove bolesti

Rezultati ove doktorske disertacije su pokazali da poremecaji spavanja postoje u svim
eksperimentalnim modelima PB i da se javljaju u ranoj fazi patologije. Posebno su u modelima
hemiparkinsonizma 1 hemiparkinsonizma sa holinopatijom PB prisutni izuzetno ozbiljni poremecaji
u vidu fragmentacije spavanja, izmene EEG ritmova tokom NREM i REM faze, pojave patoloskih
HVS vretena, kao i promene u dinamici, kako SS vretena, tako i HVS vretena.

Prodromalni karakter poremecaja spavanja u navedenim eksperimentalnim modelima
sistematski je potvrden i precizno okarakterisan u ranijim studijama, gde je pokazano prisustvo
specificnih poremecaja (Ciric i sar., 2016, 2017, 2018, 2019; Petrovic i sar., 2013a, 2014). Ovi
poremecaji pored fragmentacije spavanja (Ciric 1 sar., 2019) 1 izmene NREM/REM EEG
mikrostrukture (Ciric i sar., 2019; Petrovic i sar., 2013a) obuhvatili su porast sigma amplitude tokom
REM faze (Ciric 1 sar., 2016), kao 1 pojavu REM faze ,,obogacene* vretenima (Ciric 1 sar., 2017),
promene u dinamici SS i HVS vretena (Ciric i sar., 2017, 2018), pojavu REM faze bez atonije nalik
RBD poremecaju (Petrovic i sar., 2014), kao i naruSenu motornu kontrolu tokom spavanja (Ciric i
sar., 2016; Petrovic 1 sar., 2014). Ove studije su sugerisale da poremecaji spavanja, narocito
poremecaji REM faze, mogu predstavljati potencijalne funkcionalne biomarkere PB i ranijeg pocetka
starenja mozga u uslovima neurodegeneracije u poredenju sa fizioloSkim (zdravim) starenjem.

U ovoj doktorskoj disertaciji patofiziolosku osnovu eksperimentalnih modela PB u kojima su
ustanovljeni prodromalni poremecaji spavanja ¢ine lezijom izazvani DA i/ili ACh deficiti. ACh
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deficit u modelu holinopatije je bio veéi od 20% kroz ¢itavu antero-posteriornu dimenziju PPT jedra
(Slika 4.1), dok je DA deficit u modelu hemiparkinsonizma bio veci od 60% kroz celokupnu antero-
posteriornu dimenziju SNpc jedra (Slika 4.2). Udruzeni ACh i DA deficiti u modelu
hemiparkinsonizma sa holinopatijom PB su bili na nivou pojedina¢nih deficita (Slika 4.3), bez
dodatnog gubitka neurona koji bi mogao biti izazvan drugim deficitom (DA deficit u SNpc jedru ne
izaziva dodatan gubitak ACh neurona PPT jedra i obrnuto). Sve lezije su bile nepotpune (parcijalne),
ali selektivne, uvek u granicama ledirane strukture (Slika 4.4). Ovo je u skladu sa ranijim
istrazivanjima nase laboratorije koja su pokazala da su SNpc i/ili PPT lezije izazvane stereotaksicki
navodenom mikroinfuzijom odgovaraju¢eg neurotoksina (6-OHDA 1i/ili IBO), odgovarajuceg
volumena i koncentracije, u ovim eksperimentalnim modelima stabilne i bez progresije deficita tokom
vremena (Ciric i sar., 2016, 2019; Petrovic i sar., 2013a). lako ovakvi modeli imaju svoja
eksperimentalna ogranicenja i ne reprodukuju u potpunosti progresivnu i multisistemsku prirodu PB
kod ljudi, lezije pojedina¢nih neurotransmiterskih sistema, vaznih u neuropatologiji PB, omogucile
su istrazivanje Celijskih i sinapti¢kih mehanizama koji su u osnovi, kako prodromalnih poremecaja
spavanja, tako i progresije PB.

5.1.1 Lokalne izmene u arhitekturi spavanja i dinamici epizoda spavanja

DA deficit izazvan unilateralnom lezijom SNpc jedra u eksperimentalnim modelima
hemiparkinsonizma i1 hemiparkinsonizma sa holinopatijom PB je produzio trajanje budnosti u
motornoj kori i u hipokampusu, ali bez promene u trajanju NREM i REM faze spavanja (Tabela 4.1).
ProduZeno trajanje budnosti je bilo uslovljeno povec¢anim brojem epizoda budnosti svih trajanja, bez
promene u njihovom srednjem trajanju (Tabela 4.1, Slika 4.5), sto sugerisSe da DA denervacija
dominatno uti¢e na mehanizme odrzavanja i kontinuiteta stanja, a manje na njihovu ukupnu
zastupljenost. Pored toga, u ovim modelima je prisutna i fragmentacija NREM spavanja, kako u
hipokampusu, tako i u motornoj kori, uslovljena povecanim brojem NREM epizoda kraceg trajanja
(Tabela 4.1, Slika 4.5B). Jedino je u modelu hemiparkinsonizma sa holinopatijom PB potvrdena
fragmentacija hipokampalnog REM spavanja, usled povecanog broja REM epizoda kraceg trajanja
(Tabela 4.1; Slika 4.5B).

Dobijeni rezultati su u skladu sa rezultatima drugih studija gde je pokazano da oSte¢enja DA
sistema mogu dovesti do ozbiljnih poremecaja spavanja, poput dugotrajne fragmentacije spavanja
(Ciric i sar., 2019; Medeiros i sar., 2023). DA deficit kod pacova, indukovan unilateralnom 6-OHDA
lezijom SNpc jedra, dovodi do povecanja broja duzih epizoda budnosti i produZenja ukupnog trajanja
ove faze (Ciric 1 sar., 2019). Sa druge strane, fragmentacija NREM spavanja pokazana je u mi§jem
modelu hemiparkinsonizma, gde je unilateralna 6-OHDA lezija MFB izazvala povetanje NREM
epizoda kraceg trajanja (Medeiros 1 sar., 2023).

Fragmentacija spavanja nastaje usled destabilizacije sloZenih neuronskih mreza odgovornih
za regulaciju ciklusa budnost—spavanje (Lima, 2013). Njena patofizioloSka osnova podrazumeva
disbalans izmedu sistema koji promoviSu budnost i inhibitornog GABA-ergickog sistema koji
omogucava odrzavanje sna, pri ¢emu poremecaji u DA, ACh i drugim neuromodulatornim
transmisijama dovode do povecane ucestalosti mikrobudenja i skracenja trajanja pojedinacnih
epizoda NREM i REM faze spavanja (Jones, 2020). Pokazano je da DA neuroni nigrostrijatnog puta,
zajedno sa ACh sistemom PPT jedra (Datta i MacLean, 2007; Chambers i sar., 2020) ucestvuju u
regulaciji obrazaca spavanja, posebno u regulaciji REM faze kod pacova (Lima i sar., 2007). Na
osnovu fizioloske povezanosti PPT jedra i BG u regulaciji spavanja, predloZena je nova neuronska
mreza za kontrolu spavanja koja ukljucuje PPT, SNpc i strijatum (Targa i sar., 2016). Dakle, ACh i
DA sistem ucestvuju u regulaciji spavanja i mogu biti ozbiljno ugrozeni u patologiji PB (Perez-Lloret
i Barrantes, 2016; Lima i sar., 2007; Mena-Segovia i sar., 2004).
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5.1.2 Lokalne izmene u EEG mikrostrukturi NREM i REM faze spavanja

Rezultati ove doktorske disertacije pokazali su da je DA denervacija u oba modela
hemiparkinsonizma (hemiparkinsonizam i hemiparkinsonizam sa holinopatijom PB) izazvala znatno
ozbiljnije poremecaje kako NREM tako i REM spavanja, dok je ACh denervacija u modelu
holinopatije PB izazvala samo poremecaj hipokampalnog NREM spavanja (Slika 4.6).

Glavna izmena EEG mikrostrukture u oba modela hemiparkinsonizma je bila povecana
amplituda teta oscilacija tokom NREM i REM faze spavanja u motornoj kori i NREM faze u
hipokamusu, dok je samo hemiparkinsonizam povecao hipokampalnu REM teta amplitudu. Ovaj
rezultat ukazuje na op$ti uticaj naruSene DA kontrole na nivou motorne kore i hipokampusa koji je
nezavisan od faze spavanja. Povecanu teta amplitudu pratila je povecana sigma i smanjena delta
amplituda samo u motornoj kori tokom NREM spavanja u oba modela hemiparkinsonizma (Slika
4.6A).

Tokom hipokamplanog REM spavanja u modelu hemiparkinsonizma, povecanu teta
amplitudu prati smanjenje sigma i beta amplitude (Slika 4.6B). Nasuprot tome, u modelu
hemiparkinsonizma sa holinopatijom PB pokazan je suprotan obrazac izmene beta amplitude tokom
NREM i REM spavanja u motornoj kori — poveéanje beta amplitude tokom NREM spavanja i
smanjenje beta amplitude tokom REM spavanja (Slika 4.6A).

Ovi rezultati u skladu su sa ranijim istrazivanjima naSe laboratorije koja su pokazala ulogu
DA inervacije u regulaciji teta ritma (Ciric i sar., 2019). Rezultati ove doktorske disertacije sugeriSu
da su heterogene promene u lokalnim NREM i REM EEG mikrostrukturama odraz topografski i
stanjem uslovljenog uticaja DA denervacije na regulaciju beta i sigma amplitude, pri ¢emu REM
spavanje ima poseban znacaj kao neurohemijski regulator beta oscilacija. Poremecaj DA kontrole
tokom REM spavanja manifestuje se smanjenjem beta amplitude u motornoj kori i hipokampusu. Sa
druge strane DA i ACh denervacija utiu suprotno na delta i beta amplitude tokom NREM spavanja
u hipokampusu i motornoj kori (NREM paneli motorne kore (Slika 4.6A) u poredenju sa NREM
panelima hipokampusa (Slika 4.6B)), kao sto DA denervacija ima suprotan efekat na beta amplitudu
tokom NREM i REM spavanja u motornoj kori (Slika 4.6A).

5.1.3 Dinamika vretena spavanja

Rezultati ove doktorske disertacije po prvi put pokazuju da je REM spavanje predisponirajuce
stanje za indukovanje HVS vretena u svim eksperimentalnim modelima PB, a posebno u modelima
hemiparkinsonizma (hemiparkinsonizam i hemiparkinsonizam sa holinopatijom PB). Takode,
ustanovljeno je da holinopatija PB produzava trajanje SS i HVS vretena, i povecava gustinu
indukovanih HVS vretena, posebno tokom REM faze spavanja (Tabela 4.3., Slika 4.7.).
Hipokampalna SS 1 HVS vretena su uvek sporije oscilacije u poredenju sa motornom korom, osim u
hemiparkinsonizmu sa holinopatijom PB gde se interstrukturna razlika gubi usled porasta unutrasnje
frekvencije indukovanih HVS vretena tokom REM spavanja.

Spontana pojava HVS vretena zabeleZena je u neostrijatumu i SNpr jedru pacova koji su u
stanju mirne budnosti i slobodnog kretanja, pri cemu su ovi lokalni potencijali polja u motornoj kori,
strijatumu 1 SNpr jedru sinhronizovani tokom epizoda HVS vretena, §to ukazuje na koordinisanu
neuronsku aktivnost u ovim strukturama i funkcionalnu povezanost (Dejean i sar, 2007). Smanjenje
DA povecava amplitudu i koherentnost HVS vretena u GP i motornoj kori pacova, kao i uéestalost i
trajanje epizoda HVS vretena u obe strukture (Ge i sar, 2012).

Takode, izmenjena dinamika SS vretena je dokumentovana u stanjima poput kome, epilepsije
I mozdanog udara, ali i kod razli¢itih mentalnih oboljenja (Sullivan i sar., 2014), dok je pojava HVS
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vretena povezana sa kognitivnim deficitima i progresijom disfunkcije mozga (Radek i sar., 1994;
Sales-Carbonell i sar., 2013). Pokazano je da nedostatak regulacije talamo-kortikalnih kola dovodi
do izmene dinamike oba tipa vretena (SS i HVS) tokom REM spavanja (Ciric i sar., 2017, 2018).

5.2 Poremecaji memorijskih funkcija u eksperimentalnim modelima
Parkinsonove bolesti

U ovoj doktorskoj disertaciji ispitivane su promene prostorne i neprostorne hipokampus-
zavisne memorije (kratkotrajna i dugotrajna memorija prepoznavanja), uz evaluaciju bazalne
lokomotorne aktivnosti u razli¢itim eksperimentalnim modelima PB. Rezultati su pokazali da ovi
eksperimentalni modeli nisu imali motori¢ki deficit, ali su ispoljavali oSte¢enja memorijskih funkcija.
U modelu holinopatije PB dokazani su poremecaji prostorne memorije, kratkotrajne i dugotrajne
memorije prepoznavanja samo tokom progresije bolesti. Za razliku od PB holinopatije, u modelu
hemiparkinsonizma poremecaj prostorne memorije je prodromalnog karaktera, a traje i tokom
progresije, dok je memorija prepoznavanja ocuvana. U modelu hemiparkinsonizma sa holinopatijom
PB prodromalnom poremecaju prostorne memorije u progresiji bolesti se pridruzuje i poremecaj
kratkotrajne i dugotrajne memorije prepoznavanja. Ovi rezultati pokazuju da izolovani DA ili ACh
deficit ne remete memorijske funkcije na isti na¢in, dok kombinacija njihovog deficita prouzrokuje
sloZenije 1 izraZenije poremecaje memorije.

5.2.1 Spontana bazalna lokomotorna aktivnost

Rezultati ove doktorske disertacije pokazuju da su u svim eksperimentalnim grupama bile
ocuvane motoricke sposobnosti (Slika 4.18). Parcijalna PPT lezija sa deficitom ACh neurona ve¢im
od 22% 1i/ili parcijalna SNpc lezija sa deficitom DA neurona ve¢im od 56% (Slike 4.1 — 4.3) nije
uticala na spontanu lokomotornu aktivnost zZivotinja 14 i 42 dana nakon lezija, budu¢i da su sve
eksperimentalne grupe pokazale isti nivo motoricke aktivnosti (Slika 4.18) (Radovanovic i sar.,
2026). U modelima PB koji su indukovani neurotoksinima, obim lezije varira u zavisnosti od doze i
volumena mikroinjekcije neurotoksina, pri ¢emu obimne (kompletne, ali moZzda i neselektivne) lezije
dovode do izrazenih motorickih deficita i koriste se kao model kasnijeg stadijuma (progresije) bolesti
(Duty i Jenner, 2011). U eksperimentima ove doktorske disertacije izvrSene su selektivne lezije unutar
granica PPT i/ili SNpc jedra i kvantifikacija lezija je potvrdila deficite u celokupnoj antero-
posteriornoj dimenziji svake mozdane strukture. Odsustvo motorickih poremecaja u
eksperimentalnim modelima PB, koriS¢enim u ovim istraZivanjima, pored preventivne zastite
noradrenergic¢kih neurona davanjem dezipramina, je indirektan dokaz o selektivnosti ovih lezija i
predstavlja prednost u istrazivanjima prodromalnih nemotoric¢kih poremecaja (poremecaji spavanja i
memorijskih funkcija) bez istovremenih motorickih poremecaja.

Treba napomenuti da se SHT i NORT testovi ponasanja zasnivaju na po¢etnom nivou
eksploratorne aktivnosti koji moze varirati medu eksperimentalnim modelima PB usled motorickih
deficita izazvanih lezijama. Smanjena lokomotorna aktivnost moze uticati i na habituaciju i na
istrazivanje objekata tokom faze familiarizacije. Shodno tome, izostanak habituacije ili
prepoznavanja novog objekta ne mora nuzno biti posledica samog memorijskog deficita, ve¢ moze
biti posledica nepotpunog inicijalnog istrazivanja otvorenog polja ili objekata. Medutim, kao Sto je
prethodno navedeno, motoric¢ki odgovor u ovim istrazivanjima je bio isti u svim eksperimentalnim
grupama. Time se iskljuCuje moguénost da su deficiti u prostornoj memoriji i memoriji
prepoznavanja, uoceni u ovoj doktorskoj disertaciji, posledica smanjene lokomotorne aktivnosti.
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5.2.2 Poremecaj prostorne hipokampus-zavisne memorije

U istrazivanjima ove doktorske disertacije SHT je koriS¢en za procenu sposobnosti zivotinja
da uce 1 pamte prostorne informacije (prazna arena testa otvorenog polja) i sluzio je kao indirektna
mera prostorne memorije. Sve eksperimentalne grupe su pokazale identiCan obrazac kratkotrajne
prostorne habituacije (intenzivna motoricka aktivnost tokom prvih 5 minuta testa, pracena
smanjenjem lokomotorne aktivnosti u narednom periodu testiranja) kako 14, tako i 42 dana nakon
lezija (Slika 4.18, levi paneli). Medutim, dugotrajna prostorna habituacija je bila oSte¢ena.

Habituacija na prostorni stimulus predstavlja jedan od najjednostavnijih oblika
neasocijativnog hipokampus-zavisnog ucenja kod glodara (Leussis i Bolivar, 2006). Prostorna
habituacija se zasniva na prirodnoj preferenciji prema novini i meri promene u eksploratornom
ponasanju kao odgovor na produzeno ili ponovljeno izlaganje novom okruzenju. Generalno, pri
ponovljenom izlaganju istom okruzenju, glodari pokazuju postepeno smanjenje aktivnosti tokom
vremena (najceS¢e merene kao predena distanca tokom testa otvorenog polja), kako unutar jedne
sesije (kratkotrajna habituacija), tako 1 izmedu sesija (dugotrajna habituacija). Smatra se da
kratkotrajna habituacija odraZzava adaptaciju na novo okruzenje, dok dugotrajna habituacija
predstavlja meru dugorocne memorije prethodnog izlaganja (Bolivar, 2009).

Pored lokalnih poremecaja spavanja, u eksperimentalnim modelima hemiparkinsonizma i
hemiparkinsonizma sa holinopatijom PB pokazan je deficit prostorne memorije na poc¢etku ostecenja
DA kontrole, kao i tokom progresije patologije (Slika 4.19). Ovi rezultati su u skladu sa ranijom
studijom (Ciric i sar., 2019), gde je pokazano oStecenje prostorne memorije u eksperimentalnom
modelu hemiparkinsonizma izazvanog selektivnim oSteCenjem SNpc jedra primenom dve
mikroinfuzije 6-OHDA razli¢itih volumena (1 ul naspram 2 ul) i koncentracije (12 pg/pl naspram 6
pug/ul). Nasuprot tome, oStec¢enje prostorne memorije u modelu holinopatije PB je zabelezeno tokom
progresije patologije (Slika 4.19). Takode je pokazano da bilateralna 6-OHDA lezija dovodi do ranih
poremecaja paznje i prostorne memorije, ¢ak i pre pojave motorickih oSte¢enja (Solari 1 sar., 2013).
Za razliku od nasih rezultata, u mi§jim modelima sa selektivnim smanjenjem ACh signalizacije
PPT/LDT jedra (miSevi sa delecijom gena za vezikularni transporter ACh) deficiti u Morisovom
vodenom lavirintu se pripisuju izmenjenom odgovoru na stres (visok nivo kortikosterona i
anksioznost) pre nego Cistom oStecenju prostorne memorije (Janickova i sar., 2019).

Prostorna memorija moZe biti narusena u PB (Garcia-Navarra i sar., 2025). Trenutni nalazi
ukazuju na to da su deficiti prostorne memorije u PB posledica poremecaja u viSe neuronskih krugova
koji uklju¢uju hipokampus, BG, DA puteve i frontalne kortikalne regione (Garcia-Navarra i sar.,
2025). Hipokampus ima klju¢nu ulogu u prostornoj memoriji, dok su BG, a posebno strijatum,
ukljucene u proceduralno u€enje i prostornu navigaciju. Interakcije izmedu hipokampusa i BG
posredovane su dopaminom. U patologiji PB, progresivni gubitak DA neurona u SNpc i manjak DA
u strijatumu narusava integritet ovih interakcija 1 doprinosi deficitu prostorne memorije (Garcia-
Navarra i sar., 2025). Carvalho i saradnici (2013) su pokazali da unilateralna 6-OHDA lezija MFB
dovodi do izrazenih poremecaja u prostornoj memoriji, pri ¢emu je tezina poremecaja u korelaciji sa
stepenom lezije. Dugotrajno oStecenje prostorne memorije u modelima hemiparkinsonizma,
pokazano u ovoj doktorskoj disertaciji, podrzava ove nalaze i1 ukazuje na znacajnu ulogu DA
denervacije u deficitima prostorne memorije u prodromalnoj fazi PB (Radovanovic i sar., 2026).
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5.2.3 Poremecaj neprostorne hipokampus-zavisne kratkotrajne i dugotrajne
memorije

Rezultati ove doktorske disertacije pokazuju da je memorija prepoznavanja bila o¢uvana u
svim eksperimentalnim grupama na pocetku perioda pracenja (Slika 4.22A). Ovo ukazuje na to da je
novi objekat bio procenjen, istrazen i postao poznat tokom NORT T1 (kratkotrajna memorija
prepoznavanja ocuvana), te je stoga bio zapamcen i tretiran kao poznat tokom NORT T2 (dugotrajna
memorija prepoznavanja o¢uvana). Analiza ukupne eksploratorne dinamike tokom prodromalne faze
PB, pokazala je da su u poredenju sa kontrolnom grupom svi eksperimentalni modeli PB imali
produzenu eksploraciju tokom NORT TI1 faze (Slika 4.20A i Slika 4.21A). lako su u svim
eksperimentalnim modelima parkinsonizma bile oCuvane i kratkotrajna i dugotrajna hipokampus-
zavisna memorija, produzena eksploracija objekata u ovim modelima bi mogla biti znak
neuropatologije koja kompenzuje memorijski deficit. Naime, vreme provedeno u istrazivanju objekta
moze biti direktno proporcijalno jacini i detaljnosti formirane memorije (Cohen 1 Stackman, 2015).
Stoga je moguée da produzeno istrazivanje objekata tokom 20-minutnog perioda NORT T1 u svim
eksperimentalnim modelima PB (u poredenju sa 10-minutnim periodom u kontrolnoj grupi) doprinosi
boljem pamcenju, te na taj na¢in kompenzuje potencijalni memorijski deficit koji bi se mogao
ocekivati u ovoj patologiji. Da je u ovim istraZivanjima koriS¢en NORT protokol koji je ukljuéivao
sesije krac¢eg trajanja, moguce je da bi memorijski deficit bio detektovan, ali bi u tom slucaju
kompenzatorni efekat produzenog istrazivanja objekata ostao neprimeéen. Medutim, sa progresijom
PB patologije pacovi sa holinopatijom PB i hemiparkinsonizmom sa holinopatijom PB ispoljili su
deficite i kratkotrajne i dugotrajne memorije prepoznavanja (Slika 4.22B). U ovom slucaju,
produzena eksploratorna aktivnost zabelezena je samo u modelu hemiparkinsonizma koji je imao
ofuvanu memoriju prepoznavanja. OStecenja kratkotrajne i dugotrajne hipokampus-zavisne
memorije prepoznavanja tokom progresije neuropatologije u modelima holinopatije PB i
hemiparkinsonizma sa holinopatijom PB sugeriSu da je selektivna ACh, ali ne i DA denervacija bila
dovoljna da izazove deficit memorije (Radovanovic i sar., 2026). Znacajnu ulogu ACh sistema u
memoriji prepoznavanja potvrduju i istrazivanja u eksperimentalnim modelima AB, ¢ija je osnovna
patoloSka karakteristika kontinuirano, trajno 1 progresivno pogorSanje kognitivnih funkcija,
smanjenje DA izazvano bilateralnom 6-OHDA lezijom strijatuma kod miSeva dovodi do oSte¢enja
dugotrajne, ali ne i kratkotrajne memorije prepoznavanja (Bonito-Oliva i sar., 2014).

Kod rano dijagnostifikovanih pacijenata sa PB najc¢es¢i kognitivni simptom koji se javlja jeste
poremecaj epizodi¢ne memorije (Das i sar., 2019; Muslimovic i sar., 2005). Memorija prepoznavanja
je neophodna za razlikovanje novih informacija od onih koje su nam ve¢ poznate (Ennaceur i
Delacour, 1988) i predstavlja klju¢nu podkomponentu epizodicne memorije (Das i sar., 2019).
Pretpostavlja se da je memorija prepoznavanja novog objekta kod glodara sli¢na epizodi¢noj
memoriji kod ljudi (Dere i sar., 2005). Testovi prepoznavanja, kao $to je NORT, ve¢ decenijama se
koriste za procenu neasocijativne memorije prepoznavanja kod glodara (Ennaceur, 2010; Ennaceur i
Delacour, 1988).

Mnogi dokazi sugeriSu da spavanje ima vaznu i aktivnu ulogu u sinaptickoj plasti¢nosti i
konsolidaciji memorije (Dudai i sar., 2015). Za vreme spavanja memorijske funkcije, ukljucujuci
prostornu memoriju, memoriju prepoznavanja i kratkotrajnu i dugotrajnu memoriju, se odrzavaju i
jacaju (Chen i sar., 2023). Smatra se da NREM spavanje posebno doprinosi ja¢anju hipokampus-
zavisne deklarativne memorije (Ellenbogen i sar., 2006), pri ¢emu specificni EEG dogadaji koji se
javljaju tokom NREM spavanja (kortikalni spori talasi, vretena spavanja i hipokampalni riplovi —
hipokampalne oscilacije visoke frekvencije; engl. sharp-wave ripples) olakSavaju konsolidaciju
memorije (Geva-Sagiv i Nir, 2019). Nasuprot tome, REM spavanje moze biti znacajno za
nedeklarativno, proceduralno i emocionalno pamcenje (Frazer i sar., 2021).
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Pokazano je da poremecaji spavanja, kao i deprivacija sna imaju negativan uticaj na ucenje i
pamcenje (Dubiela i sar., 2005; Zare Khormizi i sar., 2019), dok period oporavka nakon deprivacije
sna moze imati povoljan efekat na kognitivne funkcije (Dubiela i sar., 2005). Poremecaji spavanja
predstavljaju najces¢e prodromalne nemotoricke simptome PB (Schapira i sar., 2017) koji remete
arhitekturu spavanja, pogor$avaju motoricke simptome, negativno uti¢u na kognitivne funkcije i
mogu dodatno ubrzati neurodegenerativne procese. Pored toga, poremecaji spavanja mogu ostetiti
neurone hipokampusa, ugroziti konsolidaciju memorije koja se desava tokom spavanja i dodatno
narusiti hipokampus-zavisne memorijske funkcije (Chen i sar., 2023).

Kao $to je prethodno istaknuto, svi eksperimentalni modeli koriS¢eni u ovom istrazivanju
pokazali su izrazene poremecaje spavanja na samom pocetku neuropatologije. Svi ovi poremecaji
ugrozavaju stabilnost i kvalitet NREM/REM spavanja, remete proces konsolidacije memorije i
dodatno doprinose uocenim memorijskim deficitima. Poznato je da oscilacije u okviru hipokampalno-
entorinalnog sistema imaju vaznu ulogu u kognitivnim funkcijama 1 da su hipokampalne teta
oscilacije povezane sa funkcijom prostornog pamcenja i kod ljudi i kod glodara (Buzsaki i Moser.,
2013; Vivekananda i sar., 2021). Moguce je da u uslovima oslabljene DA inervacije, izmenjena
hipokampalna teta oscilacija doprinosi poremecaju prostorne memorije u modelima
hemiparkinsonizma.

5.3 Celijska osnova i sinapti¢ka reorganizacija za vreme poremecaja spavanja i
memorijskih funkcija u eksperimentalnim modelima Parkinsonove bolesti

Poremecaji spavanja i memorijskih funkcija kao rani nemotoricki simptomi PB ukazuju da
procesi koji su u osnovi mehanizama nastanka PB zahvataju regulatorne neuronske mreze mnogo pre
pojave prvih motorickih manifestacija bolesti. Eksperimentalni modeli PB kori§¢eni u ovoj
doktorskoj disertaciji ukazuju da nemotoricki poremecaji nisu iskljuc¢ivo posledica gubitka DA i/ili
ACh neurona, ve¢ su odraz mnogo veéih promena u neuronskim mrezama, ukljucujuéi poremecaj
inhibitorne kontrole i sinapticke plasti¢nosti. Shodno ispitivanim nemotorickim poremecajima, od
posebne je vaznosti bilo prouditi regulatorne mreze inhibitornin GABA-ergic¢kih interneurona,
zajedno sa sinaptickom reorganizacijom u hipokampusu koji ima znacajnu ulogu u memorijskim
procesima i generisanju teta ritma, kao i u RT jedru, strukturi koja ima klju¢nu ulogu u generisanju
ritmova spavanja, a posebno vretena spavanja. Detaljno proucavanje GABA-ergickog
neurotransmiterskog sistema doprinosi razumevanju prodromalnih poremecaja spavanja i
memorijskih funkcija u PB. U tom kontekstu, PV+ interneuroni, kao jedan od glavnih tipova
inhibitornih neurona u hipokampusu, odnosno glavni tip neurona u RT jedru, predstavljaju kriticnu
komponentu za razumevanje lokalne i udaljene inhibitorne kontrole, ¢ija disfunkcija zajedno sa
sinaptickom reorganizacijom u ovim strukturama, moze imati znacajan uticaj na funkcionalnu
integraciju neuronskih mreza.

Rezultati ove doktorske diseratacije pokazuju da izmena broja PV+ interneurona nije
primarna posledica lezijom indukovane neurodegeneracije, ve¢ se javlja tokom progresije
neuropatologije, u nekim eksperimentalni modelima. Nasuprot hemiparkinsonizmu gde nije bilo
izmena u broju PV+ interneurona ni u hipokampusu (Slika 4.8; Slika 4.9; Slika 4.23; Slika 4.24;
Slika 4.28), ni u RT jedru (Slika 4.16; Slika 4.29), u modelu hemiparkinosonizma sa holinopatijom
PB odlozenom smanjenju broja PV+ interneurona hipokampusa (42 dana nakon lezija) se u progresiji
neuropatologije (52-100 dana nakon lezija) pridruzuje i smanjenje broja PV+ interneurona u RT
jedru. U modelu holinopatije PB je ustanovljeno poveéanje broja PV+ interneurona u hipokampusu,
ali bez promena u RT jedru.

Nasuprot tome, sinapti¢ke izmene na nivou hipokampusa i RT jedra bile su prisutne od samog
pocetka indukovane neurodegeneracije, osim u modelu hemiparkinsonizma gde, kao 1 u slu¢aju broja
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PV+ interneurona, nije bilo izmena na sinaptickom nivou (Slika 4.28; Slika 4.29). Udruzenu ACh i
DA denervaciju u modelu hemiparkinsonizma sa holinopatijom PB od pocetka prati pojacana
ekscitacija (povecana ekspresija PSD-95 proteina) i u hipokampusu (Slika 4.14; Slika 4. 15; Slika
4.30) i uRT jedru (Slika 4.17; Slika 4.31), kojoj se u progresiji neuropatologije (52-100 dana nakon
lezija) pridruzuje pojacana ekspresija MAP2 proteina (Slika 4.12; Slika 4.13; Slika 4.30; Slika 4.17;
Slika 4.31). Sa druge strane, indukovana ACh denervacija u modelu holinopatije PB izaziva hroni¢no
smanjenje ekspresije MAP2 proteina u hipokampusu (Slika 4.12; Slika 4.13; Slika 4.26) paralelno
sa hroni¢no smanjenom ekscitacijom (Smanjena ekspresija PSD-95 proteina) u RT jedru (Slika 4.17;
Slika 4.27) koja tek u progresiji ove patologije dovodi do pojacane ekspresije MAP2 proteina (Slika
4.17; Slika 4.27). Prethodne studije potvrduju da su u neurodegenerativnim procesima najpre
pogodeni sinapticki proteini, a da se tek kasnije detektuju promene na ¢elijskom nivou. Naime a-Sin
ne predstavlja samo ,,toksi¢ni protein“ vec je regulator sinapsi u CNS-u, a patoloske promene nastale
usled deficita razli¢itih neurotransmitera uti¢u na redistribuciju, akumulaciju i disfunkciju sinaptickih
proteina (Bellucci i sar., 2016). Pored toga, uocena je i kolokalizacija citoskeletnog proteina MAP2
sa o-sin u citoplazmatskim LB neurona. Promene morfologije i raspodele MAP2 proteina su
povezane sa poremecéajem neuronskog transporta i doprinose progresiji gubitka neurona u mozgu
pacijenata sa PB (D’Andrea i sar., 2001). Pored izmena MAP2 proteina, znafajnu ulogu u
patofiziologiji PB ima i PSD-95 koji predstavlja klju¢ni regulator glutamatergicke signalizacije.
Naime, u 6-OHDA pacovskom modelu uoceno je smanjenje PSD-95 u strijatumu (Nash i sar., 2005).
Uprkos €injenici da sinapticka disfunkcija predstavlja jedan od najranijih nalaza u PB, koja dovodi
do strukturnih promena, uloga izmene sinaptic¢kih proteina i dalje je nedovoljno istrazena, a mogla bi
imati velike translacione implikacije u razumevanju 1 modulaciji sinapticke funkcije.

Hipokampus ima klju¢nu ulogu u paméenju i prepoznavanju objekata. Oba tipa memorije
ispitivane u ovoj doktorskoj disertaciji (prostorna memorija i memorija prepoznavanja) su
hipokampus-zavisne memorije (Cohen i Stackman, 2015; Leussis i Bolivar, 2006). Pokazano je da u
hipokampusu PV+ interneuroni predstavljaju malobrojnu populaciju neurona, medutim imaju klju¢nu
ulogu u formiranju memorije i obradi informacija (Ognjanovski i sar., 2017; Verret i sar., 2012; Yi i
sar., 2014). Konsolidacija i priseCanje zavise od neuronskih mreza hipokampusa, ¢ija je
komunikacija, E/I ravnoteza i GABA-ergicka inhibicija regulisana upravo PV+ interneuronima
(Nahar i sar., 2021; Sohal i sar., 2009). Pokazano je da PV+ interneuroni uéestvuju u odredivanju
aktivnosti hipokampalne oscilatorne mreze 1 u regulisanju plasti¢nosti nakon ucenja (Hijazi 1 sar.,
2020). Naime, nakon procesa ucenja, hipokampalni PV+ interneuroni reaktiviraju lokalne neuronske
populacije 1 promovisu plasticnost lokalne oscilatorne mreze za formiranje dugotrajne memorije
(Ognjanovski i sar., 2017). Takode, pokazano je da smanjenje funkcionalne aktivnosti PV+
interneurona menja obrasce inhibitorne transmisije u hipokampusu, $to dovodi do dezinhibicije
piramidalnih neurona i posledi¢ne hiperaktivnosti hipokampalne mreZe. Ovakva disbalansirana E/I
dinamika rezultira izraZenim poremecajima prostorne memorije, memorije prepoznavanja 1
emocionalnog pamc¢enja (McGarrity i sar., 2017; Ognjanovski i sar., 2017). Sugerisano je takode da
rani tretmani koji uti€u na smanjenje hiperaktivnosti PV+ interneurona mogu biti klini¢ki relevantni
u sprecavanju slabljenja memorije izazivanjem hiperekscitabilnosti lokalne neuronske mreze i mogu
uticati na odlaganje progresije neurodegenerativnih bolesti kao §to je AB (Hijazi i sar., 2020). U tom
smislu rezultati ove doktorske disertacije su pokazali da su najizraZenije promene u broju PV+
interneurona i najsiri obrazac poremecaja memorijskih funkcija detektovani u eksperimentalnom
modelu hemiparkinsonizma sa holinopatijom PB.

Inhibitorna destabilizacija hipokampalne neuronske mreze izazvana izmenama U broju PV+
neurona predstavlja vazan mehanizam koji svakako doprinosi uo¢enim memorijskim deficitima.
Funkcionalna povezanost izmedu PV+ interneurona i kratkotrajne-hipokampus zavisne memorije
(Slika 4.25) potvrduje bitnu ulogu PV+ interneurona tokom obrade novih informacija u
hipokampusu. Pored toga, nasi rezultati pokazuju da deficiti razli¢itih tipova neurotransmitera u
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nervnom sistemu na razlicit nacin uticu na memorijske funkcije 1 inhibitornu ¢elijsku organizaciju u
hipokampusu. Korelacija izmedu broja PV+ interneurona i deficita memorije prepoznavanja
uslovljena je progresijom patologije u modelima sa ACh denervacijom. Uoceno je da, neizmenjen
broj PV+ hipokampalnih neurona nije bio udruzen sa neizmenjenom memorijom prepoznavanja u
modelu hemiparkinsonizma, §to ukazuje na to da DA deficit ve¢i od 56% nije bio dovoljan za
uspostavljanje ove funkcionalne povezanosti. Nasuprot tome, povezanost izmedu broja PV+
interneurona i deficita memorije prepoznavanja u modelu holinopatije sa PB, kao i u modelu
hemiparkinsonizma sa holinopatijom PB, javila se nakon ACh deficita veceg od 22%. Medutim, iako
je ACh denervacija bila neophodna za nastanak poremecaja memorije prepoznavanja, sama po sebi
nije bila dovoljna da dovede do promene u broju PV+ interneurona. U modelu holinopatije PB
neizmenjen broj PV+ interneurona je bio negativno korelisan sa deficitom memorije prepoznavanja
(Slika 4.25), sugerisu¢i da u ovoj neuropatologiji PB bolju memoriju prepoznavanja imaju zivotinje
sa manjim brojem PV+ interneurona. Dodatna DA denervacija u modelu hemiparkinsonizma sa
holinopatijom PB dovodi do smanjenja broja PV+ interneurona, pri ¢emu je stepen smanjenja broja
visoko korelisan sa stepenom o$tecenja kratkotrajne memorije prepoznavanja (Slika 4.25), sugerisuci
da bolju memoriju prepoznavanja imaju Zivotinje sa veéim brojem PV+ interneurona. Negativna
korelacija u modelu holinopatije PB mogla bi biti posledica izmenjene (povecane) aktivnosti. Dakle,
u situaciji kada je broj PV+ interneurona nepromenjen, memorija prepoznavanja bi mogla biti bolja
ako bi bilo manje hiperaktivnih PV+ interneurona. Suprotno tome, kada je prisutno smanjenje broja
PV+ interneurona, preostali (potencijalno hiperaktivni) PV+ interneuroni mogli bi doprineti ocuvanju
memorije prepoznavanja i kompenzovati narusenu funkciju. Rezultati istrazivanja ove doktorske
disertacije ukazuju da sinergisticka disfunkcija ACh i DA sistema, prac¢ena sekundarnim promenama
u GABA-ergickoj transmisiji, predstavlja kljuénu neuropatolosku osnovu memorijskog deficita koji
se javlja tokom progresije bolesti.

Promene broja PV+ interneurona hipokampusa uocene su i u drugim animalnim modelima
razli¢itih bolesti. U nekoliko misjih modela autizma uo¢eno je smanjenje broja PV+ interneurona
hipokampusa, pri ¢emu je E/I ravnoteZa bila pomerena u smeru pojacane inhibicije kao rezultat
smanjene ekspresije proteina parvalbumina, ali bez gubitka GABA-ergickih neurona (Filice i sar.,
2016). Pored toga, u modelu depresije kod pacova, ekspresija PV u GABA-ergickim interneuronima
je smanjena u svim regionima hipokampusa (Filipovic i sar., 2013).

U kontekstu poremecaja spavanja, a posebno poremecaja vretena spavanja i njihove dinamike,
centralnu ulogu ima RT jedro. Kao glavna inhibitorna struktura talamo-kortikalne mreze RT jedro je
odgovorno za generisanje i modulaciju vretena spavanja. RT jedro ¢ine GABA-ergicki neuroni koju
su povezani hemijskim i elektriénim vezama (Landisman i sar., 2002). Ovo jedro okruzuju druga
talamicka jedra i ima klju¢nu ulogu u stvaranju ritmova spavanja, posebno u generisanja vretena
spavanja, ali i u stvaranju delta ritma i sporih oscilacija (Pratt i Morris, 2015; Vantomme i sar., 2019).
Pored anatomskih, morfoloskih i neurohemijskih heterogenosti RT jedra i njegove uloge u ritmovima
spavanja, RT je ukljucen u regulaciju heterogenosti spavanja kroz topografski definisane recipro¢ne
talamo-kortikalne petlje (Vantomme i sar., 2019). Poremecaji spavanja ili oscilacija spavanja u
razli¢itim bolestima mogu biti povezane sa izmenjenom aktivno$éu u lokalnim delovima RT jedra.
Deficit u vretenima spavanja kao i izmenjene karakteristike ove oscilacije mogu nastati usled
poremecaja aktivnosti RT jedra (Pratt i Morris, 2015; Vantomme i sar., 2019).

Rezultati ove doktorske disertacije posebno naglasavaju znacajnu ulogu ACh aferentnog
sistema PPT jedra u modulaciji talamicke inhibicije. Naime, kao glavni talamo-kortikalni izvor ACh
inervacije, ACh PPT neuroni se direktno projektuju ka GABA-ergickim (PV) neuronima RT jedra i
na taj nacin reguliSu inhibitorni izlaz RT jedra prema talamickim jedrima. Ova interakcija ima
znaCajnu ulogu u regulaciji talamo-kortikalnih oscilacija i generisanju oscilatornih obrazaca
karakteristi¢énih za NREM spavanje (Dringenberg i Olmstead, 2003).
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Izmena GABA-ergickih PV+ interneurona i sinapticka reorganizacija u lokalnoj mrezi RT
jedra bi mogli biti u osnovi mehanizma generisanja patoloSkih HVS vretena, posebno tokom REM
spavanja, kao i uzrok razli¢ite dinamike HVS vretena u razli¢itim neuropatologijama PB. Rezultati
pracenja promena broja PV+ interneurona i sinapticke reorganizacije su ukazali na ozbiljnu
sinapti¢ku reorganizaciju na nivou hipokampusa i RT jedra, posebno u modelu hemiparkinsonizma
sa holinopatijom PB. Stoga, na nivou lokalnog potencijala polja, kao $to je vreteno spavanja,
povecanje srednje unutrasnje frekvence hipokampalnih HVS vretena tokom REM spavanja u ovom
modelu (Slika 4.7) moze biti posledica smanjenja broja PV+ interneurona i/ili postsinapticke
reorganizacije u RT jedru. Pored toga, uoc¢eno smanjenje broja PV+ interneurona na hipokampalnom
nivou ukazuje na moguci zastitni mehanizam PV+ interneurona na sinapticku reorganizaciju u
lokalnoj hipokampalnoj mreZi: poveéan broj PV+ interneurona kao odgovor na smanjenu ekspresiju
MAP2 proteina u modelu holinopatije PB u odnosu na smanjen broj PV+ interneurona u modelu
hemiparkinsonizma sa holinopatijom PB kao odgovor na povecanu ekspresiju MAP2 proteina.

Pored promena u populaciji PV+ interneurona, sinapticke veze izmedu neurona narocito su
osetljive na poremecaje u neurotransmiterskoj signalizaciji. Ove promene direktno se odrazavaju na
sinapti¢ku plasti¢nost. Sinapticka plasticnost kao kontinuirani proces aktivnosti i adaptacije nervnog
sistema na razli¢ite mrezne promene, predstavlja kljucni mehanizam kompenzatornih odgovora na
osteCenje 1 gubitak neurona kroz modulaciju aksona, dendrita i sinapsi na strukturnom i
funkcionalnom nivou. Deficiti u sinapti¢koj plasti¢nosti 1 transmisiji doprinose ranoj disfunkciji
neuronskih mreza u PB.

U okviru ove doktorske disertacije je pokazano da promene u ekspresiji postsinaptickog
proteina MAP2, Cija je osnovna uloga stabilnost mikrotubula kao kljuénih komponenti citoskeleta
neurona, kao i postsinaptickog proteina PSD95 kao markera ekscitatornih sinapsi, nastaju kao
posledica inicijalnin ACh i DA deficita i da kao dugotrajna promena tokom progresije mogu zna¢ajno
doprineti patologiji PB. Ove promene, zahvaljujuéi svojoj specifi¢nosti, omogucavaju diferenciranje
razlicitih neuropatologija PB, njihovog pocetka i progresije.

5.4 Znacaj parvalbuminske ekspresije i sinapticke reorganizacije hipokampusa
i retikulo-talamic¢kog jedra u progresiji neurodegeneracije

Uprkos brojnim istrazivanjima i ogromnom napretku u razumevanju patogeneze PB, njena
¢elijska osnova, ukljuujuéi 1 mehanizme sinapticke reorganizacije, jo§ uvek nisu u potpunosti
definisani. Iako se na Ccelijskom nivou, PB manifestuje kao sinukleinopatija, sinaptopatija i
holinopatija, molekularni i ¢elijski mehanizmi koji povezuju akumulaciju a-sin, poremecaj sinapticke
transmisije 1 disfunkciju razli¢itih neurotransmiterskih sistema u jedinstven patofizioloski proces
ostaju nedovoljno razjasnjeni.

Pored izmena GABA-ergicke transmisije i njene uloge u patofiziologiji nemotori¢kih
poremecaja, vremenska dinamika patofizioloSkih mehanizama bolesti jo§S uvek nije do kraja
definisana. Ostaje nejasno da li promene na celijskom 1 sinaptickom nivou prethode pojavi
nemotoric¢kih simptoma bolesti ili se ovi procesi odigravaju paralelno u ranoj fazi bolesti.

5.4.1 Holinopatija PB

Rezultati ove doktorske disertacije pokazuju da poremecaji spavanja predstavljaju najraniju
disfunkciju u modelu holinopatije PB, koji prethode kako oste¢enjima memorije tako i ¢elijskim
promenama na nivou hipokampusa i RT jedra.
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Ranu fazu indukovane ACh degeneracije karakteriSu izmene EEG mikrostrukture i pojava
HVS vretena tokom NREM i REM spavanja u motornoj kori i hipokampusu (Tabela 4.3; Slika 4.7),
Sto ukazuje na disfunkciju neuronskih mreza zaduzenih za regulaciju spavanja, kao i na narusSen
integritet neurotransmiterske modulacije (GABA, DA i ACh). Ovi rezultati su u skladu sa
eksperimentalnim podacima gde je pokazano da je ACh sistem PPT jedra vazan za regulaciju
budnosti, REM spavanja i talamo-kortikalnih oscilacija (Chambers i sar., 2020; Perez-Lloret i
Barrantes, 2016). Istovremeno, u ovom modelu, test kratkotrajne memorije obelezilo je produzeno
vreme eksploracije objekata (Slika 4.20; Slika 4.21) koje moze ukazati na suptilne promene u paznji
ili brzini obrade informacija u hipokampusu, bez naruSene memorijske diskriminacije. Dakle,
memorijski engram u razli¢itim tipovima memorije koje su analizirane ostaje oCuvan, ali je sam
proces evaluacije stimulusa/objekata produzen, $to bi moglo ukazati na postojanje kompenzatornih
mehanizama. Ovaj nalaz je u skladu sa istrazivanjima gde je pokazano da ACh deficit ne mora odmah
da dovede do gubitka memorijskog traga ve¢ moze da uspori/oteza obradu novih informacija (Drever
i sar., 2011). Osim toga ACh sistem je veoma vazan za regulaciju hipokampalnih oscilacija vaznih
za memorijske procese, posebno za uspostavljanje teta ritma (Buzsaki, 2002).

Celijski i sinapticki nivo na podetku neurodegeneracije u holinopatiji PB obeleZavaju
smanjenje ekspresije MAP2 proteina u hipokampusu (Slika 4.26) i PSD-95 proteina u RT jedru (Slika
4.27), bez izmene PV ekspresije. Ovakav obrazac ekspresije MAP2 proteina, kao markera
dendritskog integriteta i stabilnosti citoskeleta, na samom pocetku ACh neurodegeneracije bi mogao
predstavljati suptilni dendritski stres (DeGiosio i sar., 2022), koji se nije odrazavao na inhibitornu
reorganizaciju (nepromenjen broj PV+ interneurona), kao ni na izmenu ekscitatornih sinapsi
(nepromenjena ekspresija PSD-95 proteina) u hipokampusu. Smanjenje ekspresije PSD-95 na nivou
RT jedra, predstavlja modulaciju talamo-kortikalne regulacije koja bi mogla biti povezana sa
rezultatima izmenjene dinamike vretena spavanja (evidentirano je produzeno trajanje redih SS
vretena u motornoj kori, pove¢ana ucestalost HVS vretena u motornoj kori 1 hipokampsu u REM fazi
spavanja, kao i izrazenije sporije oscilacije u hipokampusu). Ove sinapticke izmene na nivou
hipokampusa i RT jedra su bile prisutne tokom ¢itavog perioda prac¢enja neuropatologije u modelu
holinopatije PB.

Rezultati ove doktorske disertacije pokazuju da ACh deficit na po¢etku neurodegeneracije (14
dana nakon lezije) najpre uti¢e na sinapticku reorganizaciju u regulatornim mreZama koje su
odgovorne za spavanje i kognitivne funkcije. Progresiju ACh neuropatologije (42 dana nakon lezije)
je obelezila destabilizacija adekvatne sinapticke plasti¢nosti hipokampusa (smanjena ekspresije
MAP?2 proteina i dalje prisutna) kroz oSte¢enje prostorne i neprostorne hipokampus-zavisne memorije
(Slika 4.19; Slika 4.22). Pored uticaja hroni¢nog smanjenja MAP2 ekspresije u hipokampusu, postoji
mogucnost da 1 rani poremecaji spavanja doprinose deficitima u formiranju 1 konsolidaciji
memorijskog traga u modelu holinopatije PB. Rezultati drugih istraZivanja takode potvrduju da
deprivacija sna negativno utice na formiranje 1 konsolidaciju memorije (Fan i sar., 2024; Zhong 1 sar.,
2024).

Poveéanje broja PV+ interneurona u hipokampusu koje je obelezilo dalju progresiju
neuropatologije (52-100 dana nakon lezija) je verovatno uslovljeno hroni¢nim dendritskim stresom u
vidu smanjenja MAP2 proteina (Slika 4.26). Povecanje inhibicije na nivou hipokampusa je
potencijalna mrezna adaptacija na disregulaciju aktivnosti hipokampusa. Hipokampus je struktura
koja je posebno osetljiva na dendritske promene, a smanjenje MAP2 ekspresije u hipokampusu
uoceno je u razli¢itim neurodegenerativnim 1 psihijatrijskim patologijama (DeGiosio 1 sar., 2022).
Osim toga, kompenzatorna hiperekscitabilnost hipokampalnih PV+ interneurona stabilizuje E/I
disbalans u ekperimentalnim modelima AB (Hijazi 1 sar., 2020). Nasuprot tome, parcijalno povecanje
MAP2 ekspresije u RT jedru bi moglo predstavljati mogucu dendritsku adaptaciju ili reparaciju
dendritske mreZe izazvanu trajnom postsinaptickom disfunkcijom usled hroni¢nog smanjenja PSD-
95 ekspresije.
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5.4.2 Hemiparkinsonizam

U eksperimentalnom modelu DA denervacije najranije i najkonzistentnije promene bile su
funkcionalnog karaktera: ozbiljni poremecaji spavanja (fragmentacija spavanja), povecanje
NREM/REM relativne teta amplitude u motornoj kori i hipokampusu (Slika 4.6), pojava HVS vretena
tokom REM spavanja u obe mozdane strukture (Tabela 4.3; Slika 4.7), kao i rano o$tecenje prostorne
memorije, koje je prisutno i tokom progresije neurogeneracije (Slika 4.19). Sli¢an obrazac u
eksperimentalnom modelu hemiparkinsonizma opisan je i u ranijim studijima (Ciric i sar., 2019;
Garcia-Navarra i sar., 2025; Medeiros i sar., 2023). Ovi prodromalni nemotoricki poremecaji nisu bili
praceni promenama na celijskom i sinaptiCkom nivou (Slika 4.28; Slika 4.29). Indukovana
denervacija DA sistema, koja je osnov ovog modela, nije izazvala sinapticku reorganizaciju, niti je
uticala na broj PV+ interneurona u hipokampusu i RT jedru.

5.4.3 Hemiparkinsonizam sa holinopatijom PB

Ranu fazu hemiparkinsonizma sa holinopatijom PB karakteriSu ozbiljni poremecaji spavanja:
fragmentacija spavanja (Slika 4.5), pove¢anje NREM/REM teta relativne amplitude u motornoj kori
i hipokampusu (Slika 4.6), pojava patoloskih HVS vretena spavanja, kao i oSteCenje prostorne
memorije (Slika 4.7). Pored indukovane kombinovane neurodegeneracije, koja je u osnovi modela,
mogucée je da poremecaji hipokampalnog spavanja kao i povecanje teta relativne amplitude u
hipokampusu dodatno doprinese oStecenju prostorne memorije. U osnovi ovih prodromalnih
nemotori¢kih poremecaja detektovana je pojacana ekscitacija kroz povecanu ekspresiju PSD-95
proteina u hipokampusu (Slika 4.30) i RT jedru (Slika 4.30). Ovakva sinapti¢ka izmena koja je bila
prisutna tokom citavog perioda pra¢enja moze predstavljati kompenzatorni mehanizam odrzavanja
E/I balansa naruSenog selektivnim kombinovanim gubitkom DA i ACh.

Tokom progresije ove neuropatologije (42 dana nakon lezija) oSte¢enju prostorne memorije
se pridruzuje i oSteéenje neprostorne kratkotrajne i dugotrajne hipokampus-zavisne memorije (Slika
4.22), koje je bilo praceno smanjenjem broja PV+ interneurona u hipokampusu (Slika 4.24; Slika
4.30). Daljom progresijom neuropatologije (52-100 dana nakon lezija) smanjenom broju PV+
interneurona u hipokampusu pridruzuje se i smanjenje broja PV+ interneurona u RT jedru, prac¢eno
poveéanjem ekspresije MAP2 proteina u obe strukture (Slika 4.30; Slika 4.31). Dobijena dinamika
sinapticke reorganizacije u modelu hemiparkinsonizma sa holinopatijom PB pokazuje da pojacana
postsinapticka ekscitacija (povecanje ekspresije PSD-95 proteina) prethodi gubitku PV+ inteneurona,
a gubitak PV+ interneurona prethodi destabilizaciji i dendritskom remodelovanju (poveéanje
ekspresije MAP2 proteina), kako u hipokampusu tako i u RT jedru.

Eksperimentalni model hemiparkinsonizma sa holinopatijom PB, koji je koriS¢en u ovoj
doktorskoj disertaciji, je od posebne vaznosti za izu¢avanje mehanizama sinergistickog deficita DA
i ACh sistema, §to je komplementarno tezim oblicima PB u ljudi. Razli¢ite studije su potvrdile
sinergisticku interakciju izmedu ACh i DA sistema ukazujuc¢i da kombinovana disfunkcija oba
neurotransmiterska sistema dovodi do kompleksnijih poremecaja na funkcionalnom i ¢elijskom nivou
(Krashia i sar., 2019; Melief i sar., 2015).
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6 ZAKLJUCCI




Na osnovu postavljenih ciljeva i rezultata dobijenih u ovoj doktorskoj disertaciji moguce je
izvesti sledeée zakljucke:

® U uslovima indukovane dopaminergi¢ke i/ili holinergi¢ke neurodegeneracije nije bilo
motori¢kog deficita ni u jednom eksperimentalnom modelu PB, ni na pocetku, ni tokom
progresije neuropatologije.

®  Poremecaji spavanja kao rane nemotoricke manifestacije PB su potvrdeni u svim
eksperimentalnim modelima na samom pocetku indukovane neurodegeneracije.

e Holinopatija PB — Ranu fazu indukovane holinergicke neurodegeneracije karakteriSu
poremecaji spavanja u vidu narusene EEG mikrostrukture (poremecena oscilatorna
dinamika), bez promene u arhitekturi spavanja, ali uz pojavu patoloskih HVS vretena,
posebno tokom REM faze spavanja. Ova doktorska disertacija je po prvi put pokazala da
je REM faza spavanja predisponirajuce stanje za pojavu hipokampalnih HVS vretena.

e Hemiparkinsonizam i hemiparkinsonizam sa holinopatijom PB — Ranu fazu
indukovane dopaminergicke degeneracije, kao 1 udruzene dopaminergicke i holinergicke
degeneracije obelezili su daleko ozbiljni poremecaji spavanja u vidu fragmentacije
spavanja ali bez promene u ukupnom trajanju faza spavanja, zatim generalizovani porast
teta amplitude, kao i pojava NREM/REM HVS vretena.

e Poremecaji spavanja u eksperimentalnim modelima PB ukazuju na disfunkciju
neuronskih mreza zaduZenih za regulaciju spavanja izazvanu slabljenjem dopaminergicke
1/ili holinergicke inervacije.

e Poremecaji dinamike vretena spavanja, a posebno pojava patoloskih HVS vretena u
uslovima indukovane neurodegeneracije ukazuju na oStecenja na nivou RT jedra, kao
glavnog generatora ovog tipa oscilacija.

®  Poremecaji memorijskih funkcija kao rane nemotori¢ke manifestacije PB su potvrdeni u
eksperimentalnim modelima hemiparkinsonizma.

e Holinopatija PB — OSteenja prostorne memorije i memorije prepoznavanja nisu prisutna
u ranoj fazi indukovane holinergicke degeneracije, ve¢ se javljaju tokom progresije
neuropatologije.

e Hemiparkinsonizam — Memorija prepoznavanja je ocuvana, za razliku od prostorne
memorije koja je trajno oSte¢ena od samog pocetka indukovane dopaminergicke
degeneracije.

e Hemiparkinsonizam sa holinopatijom PB — Prostorna memorija je trajno oSte¢ena od
samog pocetka indukovane udruzene dopaminergicke i holinergicke degeneracije, dok se
oSte¢enje memorije prepoznavanja javlja tokom progresije neuropatologije.

e Dopaminergicka degeneracija predstavlja znacajan patofizioloSski mehanizam koji

primarno naruSava funkcionalnost neuronskih mreza ukljucenih u obradu prostornih
informacija Sto dovodi do dugotrajnog oStecenja prostorne memorije.
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e Holinergicka denervacija predstavlja znacajan patofizioloSki mehanizam koji odloZeno
naruSava funkcionalnost neuronskih mreza zaduzenih za obradu 1 integraciju
perceptivnih, asocijativnih 1 kontekstualnih informacija, §to dovodi do odlozenog
oSte¢enja memorije prepoznavanja u progresiji neuropatologije PB.

®  Promena broja PV+interneurona predstavlja sekundarnu posledicu neurodegenerativnih
i funkcionalnih izmena u eksperimentalnim modelima PB koja se javlja tokom progresije
neuropatologije.

e Holinopatija PB — Indukovana holinergicka denervacija dovodi do povecanja broja PV+
interneurona u hipokampusu tek tokom progresije neuropatologije.

e Hemiparkinsonizam — Indukovana dopaminergicka denervacija ne menja broj PV+
interneurona u hipokampusu i RT jedru, ni na pocetku neuropatologije, ni tokom njene
progresije.

o Hemiparkinsonizam sa holinopatijom PB — Indukovana udruzena dopaminergicka i
holinergicka degeneracija dovodi do smanjenja broja PV+ interneurona i u hipokampusu
iu RT jedru tek tokom progresije neuropatologije.

®  Sinapti¢ka reorganizacija predstavlja primarnu posledicu neurodegenerativnih i
funkcionalnih izmena u eksperimentalnim modelima PB koja je prisutna na samom
pocetku indukovane neurodegeneracije.

e Holinopatija PB — Indukovana holinergicka denervacija dovodi do rane sinapticke
reorganizacije koja se manifestuje dugotrajnom destabilizacijom sinapse (smanjena
ekspresija MAP2 proteina) u hipokampusu i dugotrajno smanjenom ekscitacijom
(smanjena ekspresija PSD-95 proteina) u RT jedru.

e Hemiparkinsonizam — Indukovana dopaminergicka denervacija ne dovodi do sinapticke
reorganizacije u hipokampusu 1 RT jedru, ni na pocetku neuropartologije, ni tokom njene
progresije.

e Hemiparkinsonizam sa holinopatijom PB — indukovana udruzena dopaminergicka 1
holinergicka denervacija dovodi do rane sinapticke reorganizacije koja se manifestuje
dugotrajno pojacanom ekscitacijom (povecana ekspresija PSD-95 proteina) u
hipokampusu 1 RT jedru kojoj se tokom dalje progresije neuropatologije pridruzuje
pojacana ekspresija MAP2 proteina u obe strukture.

¢ [zolovani dopaminergicki deficit nije dovoljan da izazove strukturne sinapticke promene
u hipokampusu i RT jedru.

¢ Sinapticke promene nastale na pocetku neuropatologije prisutne su tokom ¢itavog perioda
pracenja i ukazuju na ranu reorganizaciju neuronskih mreza ukljucenih u regulaciju
spavanja 1 memorijskih funkcija.

® Dinamika izmene ¢elijske osnove i sinapticke reorganizacije hipokampusa i RT jedra u
razli¢itim eksperimentalnim modelima PB tokom progresije neuropatologije pokazuje da
sinapiticke promene predhode promenama na ¢elijskom nivou.
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e Sinapticka reorganizacija predstavlja primarnu posledicu neurodegenerativnih i
funkcionalnih izmena u eksperimentalnim modelima PB.

e Izmena broja PV+ interneurona u eksperimentalnim modelima PB se javlja sekundarno,
kao odgovor na sinapticku reorganizaciju tokom dalje progresije neuropatologije.

e Pocetak i progresija razli¢ito indukovanih neuropatologija PB se mogu razlikovati na
osnovu obrasca Celijskih 1 sinaptickih promena u hipokampusu i RT jedru.

Rezultati ove doktorske diseratcije pokazuju da za razliku od sinapti¢ke reorganizacije koja
ima znacajnu patofizioloSku ulogu tokom prodromalnih nemotori¢kih poremecaja, GABA-ergicki
PV+ interneuroni imaju znacajnu ulogu u progresiji bolesti u razli¢itim eksperimentalnim modelima
neuropatologije PB.

U eksperimentalnim uslovima dopaminergi¢ke i/ili holinergi¢ke neurodegeneracije
indukovane toksinima sinapti¢ka reorganizacija predstavlja primarnu posledicu razli¢itih
indukovanih neurodegenerativnih i posledi¢nih funkcionalnih izmena, dok se izmena broja PV+
interneurona javlja sekundarno tokom progresije neuropatologije, kao odgovor na ranu sinapticku
reorganizaciju neuronskih mreza ukljucenih u regulaciju spavanja i memorijskih funkcija.

Doprinos ove doktorske disertacije ogleda se u proSirivanju saznanja o izmenama GABA
neurona i sinapticke transmisije tokom prodromalnih nemotorickih poremecaja u razliitim
eksperimentalnim  modelima neuropatologije PB. Ova doktorska disertacija  svojim
multidisciplinarnim pristupom u izu¢avanju poremecaja spavanja i memorijskih funkcija u ranoj fazi
bolesti, iako eksperimentalno indukovane naglo, $to nije komplementarno nastanku bolesti u ljudi,
dokazuje po prvi put znacajne izmene u funkciji inhibitornih GABA-ergi¢kih PV+ interneurona kao
1 postsinaptickih proteina, uz sagledavanje svih individualnih i udruZenih doprinosa razlicitih
neurotransmiterskih sistema vaznih u patofiziologiji humane PB.
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8 PRILOZI




8.1 PRILOG A

Slike koje su koris¢ene kao dopuna prikazu Rezultata doktorske disertacije.



Hemiparkinsonizam sa

Kontrola Holinopatija PB holinopatijom PB

Prilog 1. Ekspresija postsinapti¢kog proteina MAP2 u hipokampusu u razliitim eksperimentalnim modelima PB. Primeri ekspresije MAP2
proteina u hipokampusu kontrolnih pacova (K15, K9, K16) i u modelima holinopatije PB (P6, P1, P10) i hemiparkinsonizma sa holinopatijom PB (S/P5,
S/P6, S/IP8). DG — gyrus dentatus; CA — cornu Ammonis; Skala 400 pum.
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Hemiparkinsonizam sa
holinopatijom PB

Kontrola Holinopatija PB

Prilog 2. Ekspresija postsinapti¢kog proteina PSD-95 u hipokampusu u razli¢itim eksperimentalnim modelima PB. Primeri ekspresije PSD-95
proteina u hipokampusu kontrolnih pacova (K9, K15, K16) i u modelima holinopatije PB (P1, P9, P10) i hemiparkinsonizma sa holinopatijom PB (S/P7,
S/P8, S/P9). DG — gyrus dentatus; CA — cornu Ammonis; Skala 400 pm.
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Hemiparkinsonizam sa
holinopatijom PB

. w .

Kontrola Holinopatija PB Hemiparkinsonizam

Prilog 3. Imunohistohemijska identifikacija PV+ interneurona RT jedra u razli¢itim eksperimentalnim modelima PB. Primeri PV+
interneurona u RT jedru kontrolnih pacova (K10, K3, K15) i u modelima holinopatije PB (P1, P6, P10), hemiparkinsonizma (S4, S7, S5) i
hemiparkinsonizma sa holinopatijom PB (S/P5, S/P8, S/P3). Rt — nucleus reticularis thalami; VPM — nucleus ventralis posteromedialis thalami;
VPL — nucleus ventralis posterolateralis thalami; ic — capsula interna. Skala 200 pum.
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. o3 Hemiparkinsonizam sa
Holinopatija PB holinopatijom PB

Prilog 4. Ekspresija postsinapti¢kog proteina MAP2 u RT jedru u razli¢itim eksperimentalnim
modelima PB. Primeri ekspresije MAP2 proteina u RT jedru kontrolnih pacova (K3, K4, K13) i u
modelu holinopatije PB (P6, P9, P10) i hemiparkinsonizma sa holinopatijom PB (S/P3, S/P5, S/P7).
Rt — nucleus reticularis thalami; VPM — nucleus ventralis posteromedialis thalami; VPL — nucleus

ventralis posterolateralis thalami; ic — capsula interna. Skala 200 pm.

Kontrola
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Hemiparkinsonizam sa
holinopatijom PB

Holinopatija PB

Prilog 5. Ekspresija postsinapti¢kog proteina PSD-95 u RT jedru u razli¢itim eksperimentalnim
modelima PB. Primeri ekspresije PSD-95 proteina u RT jedru kontrolnih pacova (K10, K4, K15) i
u modelu holinopatije PB (P6, P1, P9) i hemiparkinsonizma sa holinopatijom PB (S/P3, S/P5, S/P7).
Rt — nucleus reticularis thalami; VPM — nucleus ventralis posteromedialis thalami; VPL — nucleus
ventralis posterolateralis thalami; ic — capsula interna. Skala 200 pm.
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8.2 PRILOG B

Dozvole izdavaca za koris¢enje i modifikaciju slika koje su zasti¢ene autorskim pravom u Uvodu
doktorske disertacije.
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ADDITIONAL DETAILS

The Requesting Person / Ljillana Radovanovic
Organization to Appear
onthe License

REQUESTED CONTENT DETAILS

Title, Description or Figure 5 Title of the Article / Parkinson disease.

Numeric Reference of the Chapter the Portion Is

Portion(s) From

Editor of Portion(s) Poewe, Werner; Seppi, Author of Portion(s) Poewe, Werner; Seppi,
Klaus; Tanner, Caroline M.; Klaus; Tanner, Caroline M.;
Halliday, Glenda M.; Halliday, Glenda M.;
Brundin, Patrik; Volkmann, Brundin, Patrik; Volkmann,
Jens; Schrag, Anette- Jens; Schrag, Anette-
Eleonore; Lang, Anthony E. Eleonore; Lang, Anthony E.

Volume / Edition 3 Publication Date of 2017-12-21

Page or Page Range of 17013 Rlastion

Portion

Marketplace Permissions General Terms and Conditions

The following terms and conditions (“General Terms"”), together with any applicable Publisher Terms and Conditions,
govern User’'s use of Works pursuant to the Licenses granted by Copyright Clearance Center, Inc. (“CCC") on behalf of the
applicable Rightsholders of such Works through CCC's applicable Marketplace transactional licensing services (each, a
"Service").

1) Definitions. For purposes of these General Terms, the following definitions apply:

“License” is the licensed use the User obtains via the Marketplace platform in a particular licensing transaction, as set
forth in the Order Confirmation.

“Order Confirmation” is the confirmation CCC provides to the User at the conclusion of each Marketplace transaction.
“Order Confirmation Terms” are additional terms set forth on specific Order Confirmations not set forth in the General
Terms that can include terms applicable to a particular CCC transactional licensing service and/or any Rightsholder-
specific terms.

“Rightsholder(s)” are the holders of copyright rights in the Works for which a User obtains licenses via the Marketplace
platform, which are displayed on specific Order Confirmations.

“Terms” means the terms and conditions set forth in these General Terms and any additional Order Confirmation Terms
collectively.

“User” or "you” is the person or entity making the use granted under the relevant License. Where the person accepting the
Terms on behalf of a User is a freelancer or other third party who the User authorized to accept the General Terms on the
User’s behalf, such person shall be deemed jointly a User for purposes of such Terms.

“Work(s)" are the copyright protected works described in relevant Order Confirmations.

2) Description of Service. CCC's Marketplace enables Users to obtain Licenses to use one or more Works in accordance
with all relevant Terms. CCC grants Licenses as an agent on behalf of the copyright rightsholder identified in the relevant
Order Confirmation.

3) Applicability of Terms. The Terms govern User’s use of Works in connection with the relevant License. In the event of
any conflict between General Terms and Order Confirmation Terms, the latter shall govern. User acknowledges that
Rightsholders have complete discretion whether to grant any permission, and whether to place any limitations on any
grant, and that CCC has no right to supersede or to modify any such discretionary act by a Rightsholder.
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4) Representations; Acceptance. By using the Service, User represents and warrants that User has been duly authorized
by the User to accept, and hereby does accept, all Terms.

5) Scope of License; Limitations and Obligations. All Works and all rights therein, including copyright rights, remain the
sole and exclusive property of the Rightsholder. The License provides only those rights expressly set forth in the terms
and conveys no other rights in any Works

6) General Payment Terms. User may pay at time of checkout by credit card or choose to be invoiced. If the User
chooses to be invoiced, the User shall: (i) remit payments in the manner identified on specific invoices, (ii) unless
otherwise specifically stated in an Order Confirmation or separate written agreement, Users shall remit payments upon
receipt of the relevant invoice from CCC, either by delivery or notification of availability of the invoice via the Marketplace
platform, and (iii) if the User does not pay the invoice within 30 days of receipt, the User may incur a service charge of
1.5% per month or the maximum rate allowed by applicable law, whichever is less. While User may exercise the rights in
the License immediately upon receiving the Order Confirmation, the License is automatically revoked and is null and void,
as if it had never been issued, if CCC does not receive complete payment on a timely basis.

7) General Limits on Use. Unless otherwise provided in the Order Confirmation, any grant of rights to User (i) involves
only the rights set forth in the Terms and does not include subsequent or additional uses, (ii) is non-exclusive and non-
transferable, and (iii) is subject to any and all limitations and restrictions (such as, but not limited to, limitations on
duration of use or circulation) included in the Terms. Upon completion of the licensed use as set forth in the Order
Confirmation, User shall either secure a new permission for further use of the Work(s) or immediately cease any new use
of the Work(s) and shall render inaccessible (such as by deleting or by removing or severing links or other locators) any
further copies of the Work. User may only make alterations to the Work if and as expressly set forth in the Order
Confirmation. No Work may be used in any way that is unlawful, including without limitation if such use would violate
applicable sanctions laws or regulations, would be defamatory, violate the rights of third parties (including such third
parties’ rights of copyright, privacy, publicity, or other tangible or intangible property), or is otherwise illegal, sexually
explicit, or obscene. In addition, User may not conjoin a Work with any other material that may result in damage to the
reputation of the Rightsholder. Any unlawful use will render any licenses hereunder null and void. User agrees to inform
CCCif it becomes aware of any infringement of any rights in a Work and to cooperate with any reasonable request of CCC
or the Rightsholder in connection therewith.

8) Third Party Materials. In the event that the material for which a License is sought includes third party materials (such
as photographs, illustrations, graphs, inserts and similar materials) that are identified in such material as having been
used by permission (or a similar indicator), User is responsible for identifying, and seeking separate licenses (under this
Service, if available, or otherwise) for any of such third party materials; without a separate license, User may not use such
third party materials via the License.

9) Copyright Notice. Use of proper copyright notice for a Work is required as a condition of any License granted under
the Service. Unless otherwise provided in the Order Confirmation, a proper copyright notice will read substantially as
follows: “Used with permission of [Rightsholder’'s name], from [Work's title, author, volume, edition number and year of
copyright]; permission conveyed through Copyright Clearance Center, Inc.” Such notice must be provided in a reasonably
legible font size and must be placed either on a cover page or in another location that any person, upon gaining access to
the material which is the subject of a permission, shall see, or in the case of republication Licenses, immediately adjacent
to the Work as used (for example, as part of a by-line or footnote) or in the place where substantially all other credits or
notices for the new work containing the republished Work are located. Failure to include the required notice results in
loss to the Rightsholder and CCC, and the User shall be liable to pay liquidated damages for each such failure equal to
twice the use fee specified in the Order Confirmation, in addition to the use fee itself and any other fees and charges
specified.

10) Indemnity. User hereby indemnifies and agrees to defend the Rightsholder and CCC, and their respective employees
and directors, against all claims, liability, damages, costs, and expenses, including legal fees and expenses, arising out of
any use of a Work beyond the scope of the rights granted herein and in the Order Confirmation, or any use of a Work
which has been altered in any unauthorized way by User, including claims of defamation or infringement of rights of
copyright, publicity, privacy, or other tangible or intangible property.

11) Limitation of Liability. UNDER NO CIRCUMSTANCES WILL CCC OR THE RIGHTSHOLDER BE LIABLE FOR ANY DIRECT,
INDIRECT, CONSEQUENTIAL, OR INCIDENTAL DAMAGES (INCLUDING WITHOUT LIMITATION DAMAGES FOR LOSS OF
BUSINESS PROFITS OR INFORMATION, OR FOR BUSINESS INTERRUPTION) ARISING OUT OF THE USE OR INABILITY TO USE
A WORK, EVEN IF ONE OR BOTH OF THEM HAS BEEN ADVISED OF THE POSSIBILITY OF SUCH DAMAGES. In any event, the
total liability of the Rightsholder and CCC (including their respective employees and directors) shall not exceed the total
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amount actually paid by User for the relevant License. User assumes full liability for the actions and omissions of its
principals, employees, agents, affiliates, successors, and assigns.

12) Limited Warranties. THE WORK(S) AND RIGHT(S) ARE PROVIDED “AS IS.” CCC HAS THE RIGHT TO GRANT TO USER THE
RIGHTS GRANTED IN THE ORDER CONFIRMATION DOCUMENT. CCC AND THE RIGHTSHOLDER DISCLAIM ALL OTHER
WARRANTIES RELATING TO THE WORK(S) AND RIGHT(S), EITHER EXPRESS OR IMPLIED, INCLUDING WITHOUT LIMITATION
IMPLIED WARRANTIES OF MERCHANTABILITY OR FITNESS FOR A PARTICULAR PURPOSE. ADDITIONAL RIGHTS MAY BE
REQUIRED TO USE ILLUSTRATIONS, GRAPHS, PHOTOGRAPHS, ABSTRACTS, INSERTS, OR OTHER PORTIONS OF THE WORK
(AS OPPOSED TO THE ENTIRE WORK) IN A MANNER CONTEMPLATED BY USER; USER UNDERSTANDS AND AGREES THAT
NEITHER CCC NOR THE RIGHTSHOLDER MAY HAVE SUCH ADDITIONAL RIGHTS TO GRANT.

13) Effect of Breach. Any failure by User to pay any amount when due, or any use by User of a Work beyond the scope of
the License set forth in the Order Confirmation and/or the Terms, shall be a material breach of such License. Any breach
not cured within 10 days of written notice thereof shall result in immediate termination of such License without further
notice. Any unauthorized (but licensable) use of a Work that is terminated immediately upon notice thereof may be
liquidated by payment of the Rightsholder's ordinary license price therefor; any unauthorized (and unlicensable) use that
is not terminated immediately for any reason (including, for example, because materials containing the Work cannot
reasonably be recalled) will be subject to all remedies available at law or in equity, but in no event to a payment of less
than three times the Rightsholder's ordinary license price for the most closely analogous licensable use plus
Rightsholder’s and/or CCC's costs and expenses incurred in collecting such payment.

14) Additional Terms for Specific Products and Services. If a User is making one of the uses described in this Section 14,
the additional terms and conditions apply:

a) Print Uses of Academic Course Content and Materials (photocopies for academic coursepacks or classroom
handouts). For photocopies for academic coursepacks or classroom handouts the following additional terms apply:

i) The copies and anthologies created under this License may be made and assembled by faculty members
individually or at their request by on-campus bookstores or copy centers, or by off-campus copy shops and other
similar entities.

i) No License granted shall in any way: (i) include any right by User to create a substantively non-identical copy of
the Work or to edit or in any other way modify the Work (except by means of deleting material immediately
preceding or following the entire portion of the Work copied) (i) permit “publishing ventures” where any particular
anthology would be systematically marketed at multiple institutions.

i) Subject to any Publisher Terms (and notwithstanding any apparent contradiction in the Order Confirmation
arising from data provided by User), any use authorized under the academic pay-per-use service is limited as
follows:

A) any License granted shall apply to only one class (bearing a unique identifier as assigned by the institution,
and thereby including all sections or other subparts of the class) at one institution;

B) use is limited to not more than 25% of the text of a book or of the items in a published collection of essays,
poems or articles;

(C) use is limited to no more than the greater of (a) 25% of the text of an issue of a journal or other periodical
or (b) two articles from such an issue;

D) no User may sell or distribute any particular anthology, whether photocopied or electronic, at more than
one institution of learning;

E) in the case of a photocopy permission, no materials may be entered into electronic memory by User except
in order to produce an identical copy of a Work before or during the academic term (or analogous period) as
to which any particular permission is granted. In the event that User shall choose to retain materials that are
the subject of a photocopy permission in electronic memory for purposes of producing identical copies more
than one day after such retention (but still within the scope of any permission granted), User must notify CCC
of such fact in the applicable permission request and such retention shall constitute one copy actually sold for
purposes of calculating permission fees due; and

F) any permission granted shall expire at the end of the class. No permission granted shall in any way include
any right by User to create a substantively non-identical copy of the Work or to edit or in any other way
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modify the Work (except by means of deleting material immediately preceding or following the entire portion
of the Work copied).

iv) Books and Records; Right to Audit. As to each permission granted under the academic pay-per-use Service,
User shall maintain for at least four full calendar years books and records sufficient for CCC to determine the
numbers of copies made by User under such permission. CCC and any representatives it may designate shall have
the right to audit such books and records at any time during User’s ordinary business hours, upon two days’ prior
notice. If any such audit shall determine that User shall have underpaid for, or underreported, any photocopies
sold or by three percent (3%) or more, then User shall bear all the costs of any such audit; otherwise, CCC shall
bear the costs of any such audit. Any amount determined by such audit to have been underpaid by User shall
immediately be paid to CCC by User, together with interest thereon at the rate of 10% per annum from the date
such amount was originally due. The provisions of this paragraph shall survive the termination of this License for
any reason.

b) Digital Pay-Per-Uses of Academic Course Content and Materials (e-coursepacks, electronic reserves, learning
management systems, academic institution intranets). For uses in e-coursepacks, posts in electronic reserves, posts
in learning management systems, or posts on academic institution intranets, the following additional terms apply:

i) The pay-per-uses subject to this Section 14(b) include:

A) Posting e-reserves, course management systems, e-coursepacks for text-based content, which grants
authorizations to import requested material in electronic format, and allows electronic access to this material
to members of a designated college or university class, under the direction of an instructor designated by the
college or university, accessible only under appropriate electronic controls (e.g., password);

B) Posting e-reserves, course management systems, e-coursepacks for material consisting of photographs
or other still images not embedded in text, which grants not only the authorizations described in Section
14(b)(i)(A) above, but also the following authorization: to include the requested material in course materials
for use consistent with Section 14(b)(i)(A) above, including any necessary resizing, reformatting or modification
of the resolution of such requested material (provided that such modification does not alter the underlying
editorial content or meaning of the requested material, and provided that the resulting modified content is
used solely within the scope of, and in a manner consistent with, the particular authorization described in the
Order Confirmation and the Terms), but not including any other form of manipulation, alteration or editing of
the requested material;

C) Posting e-reserves, course management systems, e-coursepacks or other academic distribution for
audiovisual content, which grants not only the authorizations described in Section 14(b)(i)(A) above, but also
the following authorizations: (i) to include the requested material in course materials for use consistent with
Section 14(b)(i)(A) above; (ii) to display and perform the requested material to such members of such class in
the physical classroom or remotely by means of streaming media or other video formats; and (iii) to “clip” or
reformat the requested material for purposes of time or content management or ease of delivery, provided
that such “clipping” or reformatting does not alter the underlying editorial content or meaning of the
requested material and that the resulting material is used solely within the scope of, and in a manner
consistent with, the particular authorization described in the Order Confirmation and the Terms. Unless
expressly set forth in the relevant Order Conformation, the License does not authorize any other form of
manipulation, alteration or editing of the requested material.

i) Unless expressly set forth in the relevant Order Confirmation, no License granted shall in any way: (i) include
any right by User to create a substantively non-identical copy of the Work or to edit or in any other way modify the
Work (except by means of deleting material immediately preceding or following the entire portion of the Work
copied or, in the case of Works subject to Sections 14(b)(1)(B) or (C) above, as described in such Sections) (ii)
permit “publishing ventures” where any particular course materials would be systematically marketed at multiple
institutions.

iii) Subject to any further limitations determined in the Rightsholder Terms (and notwithstanding any apparent
contradiction in the Order Confirmation arising from data provided by User), any use authorized under the
electronic course content pay-per-use service is limited as follows:

A) any License granted shall apply to only one class (bearing a unique identifier as assigned by the institution,
and thereby including all sections or other subparts of the class) at one institution;
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B) use is limited to not more than 25% of the text of a book or of the items in a published collection of essays,
poems or articles;

C) use is limited to not more than the greater of (a) 25% of the text of an issue of a journal or other periodical
or (b) two articles from such an issue;

D) no User may sell or distribute any particular materials, whether photocopied or electronic, at more than
one institution of learning;

E) electronic access to material which is the subject of an electronic-use permission must be limited by means
of electronic password, student identification or other control permitting access solely to students and
instructors in the class;

F) User must ensure (through use of an electronic cover page or other appropriate means) that any person,
upon gaining electronic access to the material, which is the subject of a permission, shall see:

o a proper copyright notice, identifying the Rightsholder in whose name CCC has granted permission,
o astatement to the effect that such copy was made pursuant to permission,

o a statement identifying the class to which the material applies and notifying the reader that the material
has been made available electronically solely for use in the class, and

o astatement to the effect that the material may not be further distributed to any person outside the class,
whether by copying or by transmission and whether electronically or in paper form, and User must also
ensure that such cover page or other means will print out in the event that the person accessing the
material chooses to print out the material or any part thereof.

G) any permission granted shall expire at the end of the class and, absent some other form of authorization,
User is thereupon required to delete the applicable material from any electronic storage or to block electronic
access to the applicable material.

iv) Uses of separate portions of a Work, even if they are to be included in the same course material or the same
university or college class, require separate permissions under the electronic course content pay-per-use Service.
Unless otherwise provided in the Order Confirmation, any grant of rights to User is limited to use completed no
later than the end of the academic term (or analogous period) as to which any particular permission is granted.

v) Books and Records; Right to Audit. As to each permission granted under the electronic course content Service,
User shall maintain for at least four full calendar years books and records sufficient for CCC to determine the
numbers of copies made by User under such permission. CCC and any representatives it may designate shall have
the right to audit such books and records at any time during User’s ordinary business hours, upon two days’ prior
notice. If any such audit shall determine that User shall have underpaid for, or underreported, any electronic
copies used by three percent (3%) or more, then User shall bear all the costs of any such audit; otherwise, CCC
shall bear the costs of any such audit. Any amount determined by such audit to have been underpaid by User
shall immediately be paid to CCC by User, together with interest thereon at the rate of 10% per annum from the
date such amount was originally due. The provisions of this paragraph shall survive the termination of this license
for any reason.

¢) Pay-Per-Use Permissions for Certain Reproductions (Academic photocopies for library reserves and interlibrary
loan reporting) (Non-academic internal/external business uses and commercial document delivery). The License
expressly excludes the uses listed in Section (c)(i)-(v) below (which must be subject to separate license from the
applicable Rightsholder) for: academic photocopies for library reserves and interlibrary loan reporting; and non-
academic internal/external business uses and commercial document delivery.

i) electronic storage of any reproduction (whether in plain-text, PDF, or any other format) other than on a
transitory basis;

ii) the input of Works or reproductions thereof into any computerized database;

iii) reproduction of an entire Work (cover-to-cover copying) except where the Work is a single article;
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iv) reproduction for resale to anyone other than a specific customer of User;

v) republication in any different form. Please obtain authorizations for these uses through other CCC services or
directly from the rightsholder.

Any license granted is further limited as set forth in any restrictions included in the Order Confirmation and/or in
these Terms.

d) Electronic Reproductions in Online Environments (Non-Academic-email, intranet, internet and extranet). For
“electronic reproductions”, which generally includes e-mail use (including instant messaging or other electronic
transmission to a defined group of recipients) or posting on an intranet, extranet or Intranet site (including any
display or performance incidental thereto), the following additional terms apply:

i) Unless otherwise set forth in the Order Confirmation, the License is limited to use completed within 30 days for
any use on the Internet, 60 days for any use on an intranet or extranet and one year for any other use, all as
measured from the “republication date” as identified in the Order Confirmation, if any, and otherwise from the
date of the Order Confirmation.

i) User may not make or permit any alterations to the Work, unless expressly set forth in the Order Confirmation
(after request by User and approval by Rightsholder); provided, however, that a Work consisting of photographs
or other still images not embedded in text may, if necessary, be resized, reformatted or have its resolution
modified without additional express permission, and a Work consisting of audiovisual content may, if necessary,
be “clipped” or reformatted for purposes of time or content management or ease of delivery (provided that any
such resizing, reformatting, resolution modification or “clipping” does not alter the underlying editorial content or
meaning of the Work used, and that the resulting material is used solely within the scope of, and in a manner
consistent with, the particular License described in the Order Confirmation and the Terms.

15) Miscellaneous.

a) User acknowledges that CCC may, from time to time, make changes or additions to the Service or to the Terms, and
that Rightsholder may make changes or additions to the Rightsholder Terms. Such updated Terms will replace the
prior terms and conditions in the order workflow and shall be effective as to any subsequent Licenses but shall not
apply to Licenses already granted and paid for under a prior set of terms.

b) Use of User-related information collected through the Service is governed by CCC's privacy policy, available online
at www.copyright.com/about/privacy-policy/.

) The License is personal to User. Therefore, User may not assign or transfer to any other person (whether a natural
person or an organization of any kind) the License or any rights granted thereunder; provided, however, that, where
applicable, User may assign such License in its entirety on written notice to CCC in the event of a transfer of all or
substantially all of User’s rights in any new material which includes the Work(s) licensed under this Service.

d) No amendment or waiver of any Terms is binding unless set forth in writing and signed by the appropriate parties,
including, where applicable, the Rightsholder. The Rightsholder and CCC hereby object to any terms contained in any
writing prepared by or on behalf of the User or its principals, employees, agents or affiliates and purporting to govern
or otherwise relate to the License described in the Order Confirmation, which terms are in any way inconsistent with
any Terms set forth in the Order Confirmation, and/or in CCC's standard operating procedures, whether such writing
is prepared prior to, simultaneously with or subsequent to the Order Confirmation, and whether such writing appears
on a copy of the Order Confirmation or in a separate instrument.

e) The License described in the Order Confirmation shall be governed by and construed under the law of the State of
New York, USA, without regard to the principles thereof of conflicts of law. Any case, controversy, suit, action, or
proceeding arising out of, in connection with, or related to such License shall be brought, at CCC's sole discretion, in
any federal or state court located in the County of New York, State of New York, USA, or in any federal or state court
whose geographical jurisdiction covers the location of the Rightsholder set forth in the Order Confirmation. The
parties expressly submit to the personal jurisdiction and venue of each such federal or state court.

Last updated October 2022
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Ccc Marketplace

This is a License Agreement between Ljiljana Radovanovic (“User”) and Copyright Clearance Center, Inc. (“CCC") on
behalf of the Rightsholder identified in the order details below. The license consists of the order details, the
Marketplace Permissions General Terms and Conditions below, and any Rightsholder Terms and Conditions which

are included below.

All payments must be made in full to CCC in accordance with the Marketplace Permissions General Terms and

Conditions below.

Order Date
Order License ID
ISSN

LICENSED CONTENT

Publication Title

Article Title

Author / Editor

Date
Language
Country
Rightsholder

REQUEST DETAILS

Portion Type

Number of Images /
Photos / Illustrations

Format (select all that
apply)

Who Will Republish the
Content?

Duration of Use
Lifetime Unit Quantity
Rights Requested

NEW WORK DETAILS

06-Apr-2026
1716625-1
1936-959X

American journal of
neuroradiology : AINR

Memory part 2: the role of

the medial temporal lobe.

American Society of
Neuroradiology.

01/01/1980
English
United States of America

American Society of
Neuroradiology

Image/photo/illustration
1

Print, Electronic

Academic institution

Life of current edition
Up to 499
Main product

Type of Use
Publisher

Portion

Publication Type
Start Page

End Page

Issue

Volume

URL

Distribution

Translation

Copies for the Disabled?
Minor Editing Privileges?

Incidental Promotional
Use?

Currency

Republishin a
thesis/dissertation
AMERICAN SOCIETY OF
NEURORADIOLOGY
Image/photof/illustration

e-Journal
846

849

5

36

http://www.ajnr.org

Worldwide

Original language plus one

translation
No
No
No

EUR
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Title The role of parvalbumin- Institution Name Institute for Biological
expressing interneurons Research "Sinisa
and synaptic Stankovic" National
reorganization in the Institute of the Republic of
hippocampus and Serbia, University of
reticulo-thalamic nucleus Belgrade
D expenment(al models of Expected Presentation 2026-06-30
Parkinson's disease D

ate

Instructor Name Ljillana Radovanovic

ADDITIONAL DETAILS

Order Reference Number N/A The Requesting Person / Ljiliana Radovanovic

Organization to Appear
on the License

REQUESTED CONTENT DETAILS

Title, Description or Figure 1 Title of the Article / Memory part 2: the role of
Numeric Reference of the Chapter the Portion Is the medial temporal lobe.
Portion(s) From
Editor of Portion(s) Raslau, FD; Mark, I T; Author of Portion(s) Raslau, F D; Mark, I T;
Klein, AP; Ulmer, J L; Klein, A P; Ulmer, J L;
Mathews, V; Mark, L P Mathews, V; Mark, L P
Volume / Edition 36 Issue, if Republishing an 5
Page or Page Range of 846-849 Article From.a Serial
Portion Publication Date of 2015-05-01
Portion

SPECIAL RIGHTSHOLDER TERMS AND CONDITIONS

You will need to acknowledge this adaptation: Adapted with permission from Purves D, Brannon E, Cabeza R, et al.
Principles of Cognitive Neuroscience. Sunderland, MA: Sinauer Associates; 2008.

Marketplace Permissions General Terms and Conditions

The following terms and conditions (“General Terms"”), together with any applicable Publisher Terms and Conditions,
govern User's use of Works pursuant to the Licenses granted by Copyright Clearance Center, Inc. (“CCC") on behalf of the
applicable Rightsholders of such Works through CCC's applicable Marketplace transactional licensing services (each, a
“Service").

1) Definitions. For purposes of these General Terms, the following definitions apply:

“License” is the licensed use the User obtains via the Marketplace platform in a particular licensing transaction, as set
forth in the Order Confirmation.

“Order Confirmation” is the confirmation CCC provides to the User at the conclusion of each Marketplace transaction.
“Order Confirmation Terms” are additional terms set forth on specific Order Confirmations not set forth in the General
Terms that can include terms applicable to a particular CCC transactional licensing service and/or any Rightsholder-
specific terms.

“Rightsholder(s)” are the holders of copyright rights in the Works for which a User obtains licenses via the Marketplace
platform, which are displayed on specific Order Confirmations.

“Terms” means the terms and conditions set forth in these General Terms and any additional Order Confirmation Terms
collectively.
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“User” or “you” is the person or entity making the use granted under the relevant License. Where the person accepting the
Terms on behalf of a User is a freelancer or other third party who the User authorized to accept the General Terms on the
User’s behalf, such person shall be deemed jointly a User for purposes of such Terms.

“Work(s)" are the copyright protected works described in relevant Order Confirmations.

2) Description of Service. CCC's Marketplace enables Users to obtain Licenses to use one or more Works in accordance
with all relevant Terms. CCC grants Licenses as an agent on behalf of the copyright rightsholder identified in the relevant
Order Confirmation.

3) Applicability of Terms. The Terms govern User’s use of Works in connection with the relevant License. In the event of
any conflict between General Terms and Order Confirmation Terms, the latter shall govern. User acknowledges that
Rightsholders have complete discretion whether to grant any permission, and whether to place any limitations on any
grant, and that CCC has no right to supersede or to modify any such discretionary act by a Rightsholder.

4) Representations; Acceptance. By using the Service, User represents and warrants that User has been duly authorized
by the User to accept, and hereby does accept, all Terms.

5) Scope of License; Limitations and Obligations. All Works and all rights therein, including copyright rights, remain the
sole and exclusive property of the Rightsholder. The License provides only those rights expressly set forth in the terms
and conveys no other rights in any Works

6) General Payment Terms. User may pay at time of checkout by credit card or choose to be invoiced. If the User
chooses to be invoiced, the User shall: (i) remit payments in the manner identified on specific invoices, (ii) unless
otherwise specifically stated in an Order Confirmation or separate written agreement, Users shall remit payments upon
receipt of the relevant invoice from CCC, either by delivery or notification of availability of the invoice via the Marketplace
platform, and (iii) if the User does not pay the invoice within 30 days of receipt, the User may incur a service charge of
1.5% per month or the maximum rate allowed by applicable law, whichever is less. While User may exercise the rights in
the License immediately upon receiving the Order Confirmation, the License is automatically revoked and is null and void,
as if it had never been issued, if CCC does not receive complete payment on a timely basis.

7) General Limits on Use. Unless otherwise provided in the Order Confirmation, any grant of rights to User (i) involves
only the rights set forth in the Terms and does not include subsequent or additional uses, (ii) is non-exclusive and non-
transferable, and (iii) is subject to any and all limitations and restrictions (such as, but not limited to, limitations on
duration of use or circulation) included in the Terms. Upon completion of the licensed use as set forth in the Order
Confirmation, User shall either secure a new permission for further use of the Work(s) or immediately cease any new use
of the Work(s) and shall render inaccessible (such as by deleting or by removing or severing links or other locators) any
further copies of the Work. User may only make alterations to the Work if and as expressly set forth in the Order
Confirmation. No Work may be used in any way that is unlawful, including without limitation if such use would violate
applicable sanctions laws or regulations, would be defamatory, violate the rights of third parties (including such third
parties' rights of copyright, privacy, publicity, or other tangible or intangible property), or is otherwise illegal, sexually
explicit, or obscene. In addition, User may not conjoin a Work with any other material that may result in damage to the
reputation of the Rightsholder. Any unlawful use will render any licenses hereunder null and void. User agrees to inform
CCCif it becomes aware of any infringement of any rights in a Work and to cooperate with any reasonable request of CCC
or the Rightsholder in connection therewith.

8) Third Party Materials. In the event that the material for which a License is sought includes third party materials (such
as photographs, illustrations, graphs, inserts and similar materials) that are identified in such material as having been
used by permission (or a similar indicator), User is responsible for identifying, and seeking separate licenses (under this
Service, if available, or otherwise) for any of such third party materials; without a separate license, User may not use such
third party materials via the License.

9) Copyright Notice. Use of proper copyright notice for a Work is required as a condition of any License granted under
the Service. Unless otherwise provided in the Order Confirmation, a proper copyright notice will read substantially as
follows: “Used with permission of [Rightsholder's name], from [Work’s title, author, volume, edition number and year of
copyright]; permission conveyed through Copyright Clearance Center, Inc.” Such notice must be provided in a reasonably
legible font size and must be placed either on a cover page or in another location that any person, upon gaining access to
the material which is the subject of a permission, shall see, or in the case of republication Licenses, immediately adjacent
to the Work as used (for example, as part of a by-line or footnote) or in the place where substantially all other credits or
notices for the new work containing the republished Work are located. Failure to include the required notice results in
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loss to the Rightsholder and CCC, and the User shall be liable to pay liquidated damages for each such failure equal to
twice the use fee specified in the Order Confirmation, in addition to the use fee itself and any other fees and charges
specified.

10) Indemnity. User hereby indemnifies and agrees to defend the Rightsholder and CCC, and their respective employees
and directors, against all claims, liability, damages, costs, and expenses, including legal fees and expenses, arising out of
any use of a Work beyond the scope of the rights granted herein and in the Order Confirmation, or any use of a Work
which has been altered in any unauthorized way by User, including claims of defamation or infringement of rights of
copyright, publicity, privacy, or other tangible or intangible property.

11) Limitation of Liability. UNDER NO CIRCUMSTANCES WILL CCC OR THE RIGHTSHOLDER BE LIABLE FOR ANY DIRECT,
INDIRECT, CONSEQUENTIAL, OR INCIDENTAL DAMAGES (INCLUDING WITHOUT LIMITATION DAMAGES FOR LOSS OF
BUSINESS PROFITS OR INFORMATION, OR FOR BUSINESS INTERRUPTION) ARISING OUT OF THE USE OR INABILITY TO USE
A WORK, EVEN IF ONE OR BOTH OF THEM HAS BEEN ADVISED OF THE POSSIBILITY OF SUCH DAMAGES. In any event, the
total liability of the Rightsholder and CCC (including their respective employees and directors) shall not exceed the total
amount actually paid by User for the relevant License. User assumes full liability for the actions and omissions of its
principals, employees, agents, affiliates, successors, and assigns.

12) Limited Warranties. THE WORK(S) AND RIGHT(S) ARE PROVIDED “AS IS.” CCC HAS THE RIGHT TO GRANT TO USER THE
RIGHTS GRANTED IN THE ORDER CONFIRMATION DOCUMENT. CCC AND THE RIGHTSHOLDER DISCLAIM ALL OTHER
WARRANTIES RELATING TO THE WORK(S) AND RIGHT(S), EITHER EXPRESS OR IMPLIED, INCLUDING WITHOUT LIMITATION
IMPLIED WARRANTIES OF MERCHANTABILITY OR FITNESS FOR A PARTICULAR PURPOSE. ADDITIONAL RIGHTS MAY BE
REQUIRED TO USE ILLUSTRATIONS, GRAPHS, PHOTOGRAPHS, ABSTRACTS, INSERTS, OR OTHER PORTIONS OF THE WORK
(AS OPPOSED TO THE ENTIRE WORK) IN A MANNER CONTEMPLATED BY USER; USER UNDERSTANDS AND AGREES THAT
NEITHER CCC NOR THE RIGHTSHOLDER MAY HAVE SUCH ADDITIONAL RIGHTS TO GRANT.

13) Effect of Breach. Any failure by User to pay any amount when due, or any use by User of a Work beyond the scope of
the License set forth in the Order Confirmation and/or the Terms, shall be a material breach of such License. Any breach
not cured within 10 days of written notice thereof shall result in immediate termination of such License without further
notice. Any unauthorized (but licensable) use of a Work that is terminated immediately upon notice thereof may be
liquidated by payment of the Rightsholder’s ordinary license price therefor; any unauthorized (and unlicensable) use that
is not terminated immediately for any reason (including, for example, because materials containing the Work cannot
reasonably be recalled) will be subject to all remedies available at law or in equity, but in no event to a payment of less
than three times the Rightsholder's ordinary license price for the most closely analogous licensable use plus
Rightsholder’s and/or CCC's costs and expenses incurred in collecting such payment.

14) Additional Terms for Specific Products and Services. If a User is making one of the uses described in this Section 14,
the additional terms and conditions apply:

a) Print Uses of Academic Course Content and Materials (photocopies for academic coursepacks or classroom
handouts). For photocopies for academic coursepacks or classroom handouts the following additional terms apply:

i) The copies and anthologies created under this License may be made and assembled by faculty members
individually or at their request by on-campus bookstores or copy centers, or by off-campus copy shops and other
similar entities.

ii) No License granted shall in any way: (i) include any right by User to create a substantively non-identical copy of
the Work or to edit or in any other way modify the Work (except by means of deleting material immediately
preceding or following the entire portion of the Work copied) (i) permit “publishing ventures” where any particular
anthology would be systematically marketed at multiple institutions.

i) Subject to any Publisher Terms (and notwithstanding any apparent contradiction in the Order Confirmation
arising from data provided by User), any use authorized under the academic pay-per-use service is limited as
follows:

A) any License granted shall apply to only one class (bearing a unique identifier as assigned by the institution,
and thereby including all sections or other subparts of the class) at one institution;

B) use is limited to not more than 25% of the text of a book or of the items in a published collection of essays,

poems or articles;
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C) use is limited to no more than the greater of (a) 25% of the text of an issue of a journal or other periodical
or (b) two articles from such an issue;

D) no User may sell or distribute any particular anthology, whether photocopied or electronic, at more than
one institution of learning;

E) in the case of a photocopy permission, no materials may be entered into electronic memory by User except
in order to produce an identical copy of a Work before or during the academic term (or analogous period) as
to which any particular permission is granted. In the event that User shall choose to retain materials that are
the subject of a photocopy permission in electronic memory for purposes of producing identical copies more
than one day after such retention (but still within the scope of any permission granted), User must notify CCC
of such fact in the applicable permission request and such retention shall constitute one copy actually sold for
purposes of calculating permission fees due; and

F) any permission granted shall expire at the end of the class. No permission granted shall in any way include
any right by User to create a substantively non-identical copy of the Work or to edit or in any other way
modify the Work (except by means of deleting material immediately preceding or following the entire portion
of the Work copied).

iv) Books and Records; Right to Audit. As to each permission granted under the academic pay-per-use Service,
User shall maintain for at least four full calendar years books and records sufficient for CCC to determine the
numbers of copies made by User under such permission. CCC and any representatives it may designate shall have
the right to audit such books and records at any time during User’s ordinary business hours, upon two days' prior
notice. If any such audit shall determine that User shall have underpaid for, or underreported, any photocopies
sold or by three percent (3%) or more, then User shall bear all the costs of any such audit; otherwise, CCC shall
bear the costs of any such audit. Any amount determined by such audit to have been underpaid by User shall
immediately be paid to CCC by User, together with interest thereon at the rate of 10% per annum from the date
such amount was originally due. The provisions of this paragraph shall survive the termination of this License for
any reason.

b) Digital Pay-Per-Uses of Academic Course Content and Materials (e-coursepacks, electronic reserves, learning
management systems, academic institution intranets). For uses in e-coursepacks, posts in electronic reserves, posts
in learning management systems, or posts on academic institution intranets, the following additional terms apply:

i) The pay-per-uses subject to this Section 14(b) include:

A) Posting e-reserves, course management systems, e-coursepacks for text-based content, which grants
authorizations to import requested material in electronic format, and allows electronic access to this material
to members of a designated college or university class, under the direction of an instructor designated by the
college or university, accessible only under appropriate electronic controls (e.g., password);

B) Posting e-reserves, course management systems, e-coursepacks for material consisting of photographs
or other still images not embedded in text, which grants not only the authorizations described in Section
14(b)(i)(A) above, but also the following authorization: to include the requested material in course materials
for use consistent with Section 14(b)(i)(A) above, including any necessary resizing, reformatting or modification
of the resolution of such requested material (provided that such modification does not alter the underlying
editorial content or meaning of the requested material, and provided that the resulting modified content is
used solely within the scope of, and in a manner consistent with, the particular authorization described in the
Order Confirmation and the Terms), but not including any other form of manipulation, alteration or editing of
the requested material;

C) Posting e-reserves, course management systems, e-coursepacks or other academic distribution for
audiovisual content, which grants not only the authorizations described in Section 14(b)(i)(A) above, but also
the following authorizations: (i) to include the requested material in course materials for use consistent with
Section 14(b)(i)(A) above; (ii) to display and perform the requested material to such members of such class in
the physical classroom or remotely by means of streaming media or other video formats; and (iii) to “clip” or
reformat the requested material for purposes of time or content management or ease of delivery, provided
that such “clipping” or reformatting does not alter the underlying editorial content or meaning of the
requested material and that the resulting material is used solely within the scope of, and in a manner
consistent with, the particular authorization described in the Order Confirmation and the Terms. Unless
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expressly set forth in the relevant Order Conformation, the License does not authorize any other form of
manipulation, alteration or editing of the requested material.

i) Unless expressly set forth in the relevant Order Confirmation, no License granted shall in any way: (i) include
any right by User to create a substantively non-identical copy of the Work or to edit or in any other way modify the
Work (except by means of deleting material immediately preceding or following the entire portion of the Work
copied or, in the case of Works subject to Sections 14(b)(1)(B) or (C) above, as described in such Sections) (ii)
permit “publishing ventures” where any particular course materials would be systematically marketed at multiple
institutions.

i) Subject to any further limitations determined in the Rightsholder Terms (and notwithstanding any apparent
contradiction in the Order Confirmation arising from data provided by User), any use authorized under the
electronic course content pay-per-use service is limited as follows:

A) any License granted shall apply to only one class (bearing a unique identifier as assigned by the institution,
and thereby including all sections or other subparts of the class) at one institution;

B) use is limited to not more than 25% of the text of a book or of the items in a published collection of essays,
poems or articles;

Q) use is limited to not more than the greater of (a) 25% of the text of an issue of a journal or other periodical
or (b) two articles from such an issue;

D) no User may sell or distribute any particular materials, whether photocopied or electronic, at more than
one institution of learning;

E) electronic access to material which is the subject of an electronic-use permission must be limited by means
of electronic password, student identification or other control permitting access solely to students and
instructors in the class;

F) User must ensure (through use of an electronic cover page or other appropriate means) that any person,
upon gaining electronic access to the material, which is the subject of a permission, shall see:

o a proper copyright notice, identifying the Rightsholder in whose name CCC has granted permission,
o astatement to the effect that such copy was made pursuant to permission,

o a statement identifying the class to which the material applies and notifying the reader that the material
has been made available electronically solely for use in the class, and

o astatement to the effect that the material may not be further distributed to any person outside the class,
whether by copying or by transmission and whether electronically or in paper form, and User must also
ensure that such cover page or other means will print out in the event that the person accessing the
material chooses to print out the material or any part thereof.

G) any permission granted shall expire at the end of the class and, absent some other form of authorization,
User is thereupon required to delete the applicable material from any electronic storage or to block electronic
access to the applicable material.

iv) Uses of separate portions of a Work, even if they are to be included in the same course material or the same
university or college class, require separate permissions under the electronic course content pay-per-use Service.
Unless otherwise provided in the Order Confirmation, any grant of rights to User is limited to use completed no
later than the end of the academic term (or analogous period) as to which any particular permission is granted.

v) Books and Records; Right to Audit. As to each permission granted under the electronic course content Service,
User shall maintain for at least four full calendar years books and records sufficient for CCC to determine the
numbers of copies made by User under such permission. CCC and any representatives it may designate shall have
the right to audit such books and records at any time during User’s ordinary business hours, upon two days’ prior
notice. If any such audit shall determine that User shall have underpaid for, or underreported, any electronic
copies used by three percent (3%) or more, then User shall bear all the costs of any such audit; otherwise, CCC
shall bear the costs of any such audit. Any amount determined by such audit to have been underpaid by User
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shall immediately be paid to CCC by User, together with interest thereon at the rate of 10% per annum from the
date such amount was originally due. The provisions of this paragraph shall survive the termination of this license
for any reason.

) Pay-Per-Use Permissions for Certain Reproductions (Academic photocopies for library reserves and interlibrary
loan reporting) (Non-academic internal/external business uses and commercial document delivery). The License
expressly excludes the uses listed in Section (c)(i)-(v) below (which must be subject to separate license from the
applicable Rightsholder) for: academic photocopies for library reserves and interlibrary loan reporting; and non-
academic internal/external business uses and commercial document delivery.

i) electronic storage of any reproduction (whether in plain-text, PDF, or any other format) other than on a
transitory basis;

ii) the input of Works or reproductions thereof into any computerized database;
iii) reproduction of an entire Work (cover-to-cover copying) except where the Work is a single article;
iv) reproduction for resale to anyone other than a specific customer of User;

v) republication in any different form. Please obtain authorizations for these uses through other CCC services or
directly from the rightsholder.

Any license granted is further limited as set forth in any restrictions included in the Order Confirmation and/or in
these Terms.

d) Electronic Reproductions in Online Environments (Non-Academic-email, intranet, internet and extranet). For
“electronic reproductions”, which generally includes e-mail use (including instant messaging or other electronic
transmission to a defined group of recipients) or posting on an intranet, extranet or Intranet site (including any
display or performance incidental thereto), the following additional terms apply:

i) Unless otherwise set forth in the Order Confirmation, the License is limited to use completed within 30 days for
any use on the Internet, 60 days for any use on an intranet or extranet and one year for any other use, all as
measured from the “republication date” as identified in the Order Confirmation, if any, and otherwise from the
date of the Order Confirmation.

i) User may not make or permit any alterations to the Work, unless expressly set forth in the Order Confirmation
(after request by User and approval by Rightsholder); provided, however, that a Work consisting of photographs
or other still images not embedded in text may, if necessary, be resized, reformatted or have its resolution
modified without additional express permission, and a Work consisting of audiovisual content may, if necessary,
be “clipped” or reformatted for purposes of time or content management or ease of delivery (provided that any
such resizing, reformatting, resolution modification or “clipping” does not alter the underlying editorial content or
meaning of the Work used, and that the resulting material is used solely within the scope of, and in a manner
consistent with, the particular License described in the Order Confirmation and the Terms.

15) Miscellaneous.

a) User acknowledges that CCC may, from time to time, make changes or additions to the Service or to the Terms, and
that Rightsholder may make changes or additions to the Rightsholder Terms. Such updated Terms will replace the
prior terms and conditions in the order workflow and shall be effective as to any subsequent Licenses but shall not
apply to Licenses already granted and paid for under a prior set of terms.

b) Use of User-related information collected through the Service is governed by CCC's privacy policy, available online
at www.copyright.com/about/privacy-policy/.

¢) The License is personal to User. Therefore, User may not assign or transfer to any other person (whether a natural
person or an organization of any kind) the License or any rights granted thereunder; provided, however, that, where
applicable, User may assign such License in its entirety on written notice to CCC in the event of a transfer of all or
substantially all of User’s rights in any new material which includes the Work(s) licensed under this Service.

d) No amendment or waiver of any Terms is binding unless set forth in writing and signed by the appropriate parties,
including, where applicable, the Rightsholder. The Rightsholder and CCC hereby object to any terms contained in any
writing prepared by or on behalf of the User or its principals, employees, agents or affiliates and purporting to govern
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or otherwise relate to the License described in the Order Confirmation, which terms are in any way inconsistent with
any Terms set forth in the Order Confirmation, and/or in CCC's standard operating procedures, whether such writing
is prepared prior to, simultaneously with or subsequent to the Order Confirmation, and whether such writing appears
on a copy of the Order Confirmation or in a separate instrument.

e) The License described in the Order Confirmation shall be governed by and construed under the law of the State of
New York, USA, without regard to the principles thereof of conflicts of law. Any case, controversy, suit, action, or
proceeding arising out of, in connection with, or related to such License shall be brought, at CCC's sole discretion, in
any federal or state court located in the County of New York, State of New York, USA, or in any federal or state court
whose geographical jurisdiction covers the location of the Rightsholder set forth in the Order Confirmation. The
parties expressly submit to the personal jurisdiction and venue of each such federal or state court.

Last updated October 2022
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Ccc Marketplace

This is a License Agreement between Ljiljana Radovanovic (“User”) and Copyright Clearance Center, Inc. (“CCC") on
behalf of the Rightsholder identified in the order details below. The license consists of the order details, the
Marketplace Permissions General Terms and Conditions below, and any Rightsholder Terms and Conditions which

are included below.

All payments must be made in full to CCC in accordance with the Marketplace Permissions General Terms and

Conditions below.

Order Date
Order License ID
ISBN-13

LICENSED CONTENT

Publication Title

Author / Editor

Date

Language

REQUEST DETAILS

Portion Type

Number of Images /
Photos / lllustrations

Format (select all that
apply)

Who Will Republish the
Content?

Duration of Use
Lifetime Unit Quantity
Rights Requested

NEW WORK DETAILS

Title

Instructor Name

06-Apr-2026
1716501-1
9780120884728

The The Rat Brain in
Stereotaxic Coordinates -
The New Coronal Set

Paxinos, George, Watson,
Charles

01/01/2005
English

Image/photof/illustration
1

Print, Electronic

Academic institution

Life of current edition
Up to 499
Main product

The role of parvalbumin-
expressing interneurons
and synaptic
reorganization in the
hippocampus and
reticulo-thalamic nucleus
in experimental models of
Parkinson's disease

Ljillana Radovanovic

ADDITIONAL DETAILS

156

Type of Use

Publisher
Portion

Country
Rightsholder

Publication Type

Distribution

Translation

Copies for the Disabled?
Minor Editing Privileges?

Incidental Promotional
Use?

Currency

Institution Name

Expected Presentation
Date

Republishin a
thesis/dissertation
Elsevier Science
Image/photo/illustration

United States of America

Elsevier Science &
Technology Journals

Book

Worldwide

Original language plus one
translation
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Order Reference Number N/A The Requesting Person / Ljiliana Radovanovic
Organization to Appear
on the License

REQUESTED CONTENT DETAILS

Title, Description or The rat brain in Title of the Article / Coronal section at bregma
Numeric Reference of the stereotaxic coordinates Chapter the Portion Is -3.60 mm
Portion(s) From
Editor of Portion(s) Paxinos, George; Watson, Author of Portion(s) Paxinos, George; Watson,
Charles Charles
Volume / Edition 5 Issue, if Republishing an N/A
Page or Page Range of plate corresponding to ArtideFrom;a Seriq|
Portion bregma -3.60 mm Publication Date of 2005-01-01
Portion

RIGHTSHOLDER TERMS AND CONDITIONS

Elsevier publishes Open Access articles in both its Open Access journals and via its Open Access articles option in
subscription journals, for which an author selects a user license permitting certain types of reuse without permission.
Before proceeding please check if the article is Open Access on http://www.sciencedirect.com and refer to the user license
for the individual article. Any reuse not included in the user license terms will require permission. You must always fully
and appropriately credit the author and source. If any part of the material to be used (for example, figures) has appeared
in the Elsevier publication for which you are seeking permission, with credit or acknowledgement to another source it is
the responsibility of the user to ensure their reuse complies with the terms and conditions determined by the rights
holder. Please contact permissions@elsevier.com with any queries.

Marketplace Permissions General Terms and Conditions

The following terms and conditions (“General Terms”), together with any applicable Publisher Terms and Conditions,
govern User’s use of Works pursuant to the Licenses granted by Copyright Clearance Center, Inc. (“CCC") on behalf of the
applicable Rightsholders of such Works through CCC's applicable Marketplace transactional licensing services (each, a
“Service").

1) Definitions. For purposes of these General Terms, the following definitions apply:

“License” is the licensed use the User obtains via the Marketplace platform in a particular licensing transaction, as set
forth in the Order Confirmation.

“Order Confirmation” is the confirmation CCC provides to the User at the conclusion of each Marketplace transaction.
“Order Confirmation Terms” are additional terms set forth on specific Order Confirmations not set forth in the General
Terms that can include terms applicable to a particular CCC transactional licensing service and/or any Rightsholder-
specific terms.

“Rightsholder(s)” are the holders of copyright rights in the Works for which a User obtains licenses via the Marketplace
platform, which are displayed on specific Order Confirmations.

“Terms” means the terms and conditions set forth in these General Terms and any additional Order Confirmation Terms
collectively.

“User” or “you" is the person or entity making the use granted under the relevant License. Where the person accepting the
Terms on behalf of a User is a freelancer or other third party who the User authorized to accept the General Terms on the
User's behalf, such person shall be deemed jointly a User for purposes of such Terms.

“Work(s)" are the copyright protected works described in relevant Order Confirmations.

2) Description of Service. CCC's Marketplace enables Users to obtain Licenses to use one or more Works in accordance
with all relevant Terms. CCC grants Licenses as an agent on behalf of the copyright rightsholder identified in the relevant
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Order Confirmation.

3) Applicability of Terms. The Terms govern User’s use of Works in connection with the relevant License. In the event of
any conflict between General Terms and Order Confirmation Terms, the latter shall govern. User acknowledges that
Rightsholders have complete discretion whether to grant any permission, and whether to place any limitations on any
grant, and that CCC has no right to supersede or to modify any such discretionary act by a Rightsholder.

4) Representations; Acceptance. By using the Service, User represents and warrants that User has been duly authorized
by the User to accept, and hereby does accept, all Terms.

5) Scope of License; Limitations and Obligations. All Works and all rights therein, including copyright rights, remain the
sole and exclusive property of the Rightsholder. The License provides only those rights expressly set forth in the terms
and conveys no other rights in any Works

6) General Payment Terms. User may pay at time of checkout by credit card or choose to be invoiced. If the User
chooses to be invoiced, the User shall: (i) remit payments in the manner identified on specific invoices, (ii) unless
otherwise specifically stated in an Order Confirmation or separate written agreement, Users shall remit payments upon
receipt of the relevant invoice from CCC, either by delivery or notification of availability of the invoice via the Marketplace
platform, and (iii) if the User does not pay the invoice within 30 days of receipt, the User may incur a service charge of
1.5% per month or the maximum rate allowed by applicable law, whichever is less. While User may exercise the rights in
the License immediately upon receiving the Order Confirmation, the License is automatically revoked and is null and void,
as if it had never been issued, if CCC does not receive complete payment on a timely basis.

7) General Limits on Use. Unless otherwise provided in the Order Confirmation, any grant of rights to User (i) involves
only the rights set forth in the Terms and does not include subsequent or additional uses, (ii) is non-exclusive and non-
transferable, and (iii) is subject to any and all limitations and restrictions (such as, but not limited to, limitations on
duration of use or circulation) included in the Terms. Upon completion of the licensed use as set forth in the Order
Confirmation, User shall either secure a new permission for further use of the Work(s) or immediately cease any new use
of the Work(s) and shall render inaccessible (such as by deleting or by removing or severing links or other locators) any
further copies of the Work. User may only make alterations to the Work if and as expressly set forth in the Order
Confirmation. No Work may be used in any way that is unlawful, including without limitation if such use would violate
applicable sanctions laws or regulations, would be defamatory, violate the rights of third parties (including such third
parties’ rights of copyright, privacy, publicity, or other tangible or intangible property), or is otherwise illegal, sexually
explicit, or obscene. In addition, User may not conjoin a Work with any other material that may result in damage to the
reputation of the Rightsholder. Any unlawful use will render any licenses hereunder null and void. User agrees to inform
CCCif it becomes aware of any infringement of any rights in a Work and to cooperate with any reasonable request of CCC
or the Rightsholder in connection therewith.

8) Third Party Materials. In the event that the material for which a License is sought includes third party materials (such
as photographs, illustrations, graphs, inserts and similar materials) that are identified in such material as having been
used by permission (or a similar indicator), User is responsible for identifying, and seeking separate licenses (under this
Service, if available, or otherwise) for any of such third party materials; without a separate license, User may not use such
third party materials via the License.

9) Copyright Notice. Use of proper copyright notice for a Work is required as a condition of any License granted under
the Service. Unless otherwise provided in the Order Confirmation, a proper copyright notice will read substantially as
follows: “Used with permission of [Rightsholder's name], from [Work's title, author, volume, edition number and year of
copyright]; permission conveyed through Copyright Clearance Center, Inc.” Such notice must be provided in a reasonably
legible font size and must be placed either on a cover page or in another location that any person, upon gaining access to
the material which is the subject of a permission, shall see, or in the case of republication Licenses, immediately adjacent
to the Work as used (for example, as part of a by-line or footnote) or in the place where substantially all other credits or
notices for the new work containing the republished Work are located. Failure to include the required notice results in
loss to the Rightsholder and CCC, and the User shall be liable to pay liquidated damages for each such failure equal to
twice the use fee specified in the Order Confirmation, in addition to the use fee itself and any other fees and charges
specified.

10) Indemnity. User hereby indemnifies and agrees to defend the Rightsholder and CCC, and their respective employees
and directors, against all claims, liability, damages, costs, and expenses, including legal fees and expenses, arising out of
any use of a Work beyond the scope of the rights granted herein and in the Order Confirmation, or any use of a Work
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which has been altered in any unauthorized way by User, including claims of defamation or infringement of rights of
copyright, publicity, privacy, or other tangible or intangible property.

11) Limitation of Liability. UNDER NO CIRCUMSTANCES WILL CCC OR THE RIGHTSHOLDER BE LIABLE FOR ANY DIRECT,
INDIRECT, CONSEQUENTIAL, OR INCIDENTAL DAMAGES (INCLUDING WITHOUT LIMITATION DAMAGES FOR LOSS OF
BUSINESS PROFITS OR INFORMATION, OR FOR BUSINESS INTERRUPTION) ARISING OUT OF THE USE OR INABILITY TO USE
A WORK, EVEN IF ONE OR BOTH OF THEM HAS BEEN ADVISED OF THE POSSIBILITY OF SUCH DAMAGES. In any event, the
total liability of the Rightsholder and CCC (including their respective employees and directors) shall not exceed the total
amount actually paid by User for the relevant License. User assumes full liability for the actions and omissions of its
principals, employees, agents, affiliates, successors, and assigns.

12) Limited Warranties. THE WORK(S) AND RIGHT(S) ARE PROVIDED “AS IS.” CCC HAS THE RIGHT TO GRANT TO USER THE
RIGHTS GRANTED IN THE ORDER CONFIRMATION DOCUMENT. CCC AND THE RIGHTSHOLDER DISCLAIM ALL OTHER
WARRANTIES RELATING TO THE WORK(S) AND RIGHT(S), EITHER EXPRESS OR IMPLIED, INCLUDING WITHOUT LIMITATION
IMPLIED WARRANTIES OF MERCHANTABILITY OR FITNESS FOR A PARTICULAR PURPOSE. ADDITIONAL RIGHTS MAY BE
REQUIRED TO USE ILLUSTRATIONS, GRAPHS, PHOTOGRAPHS, ABSTRACTS, INSERTS, OR OTHER PORTIONS OF THE WORK
(AS OPPOSED TO THE ENTIRE WORK) IN A MANNER CONTEMPLATED BY USER; USER UNDERSTANDS AND AGREES THAT
NEITHER CCC NOR THE RIGHTSHOLDER MAY HAVE SUCH ADDITIONAL RIGHTS TO GRANT.

13) Effect of Breach. Any failure by User to pay any amount when due, or any use by User of a Work beyond the scope of
the License set forth in the Order Confirmation and/or the Terms, shall be a material breach of such License. Any breach
not cured within 10 days of written notice thereof shall result in immediate termination of such License without further
notice. Any unauthorized (but licensable) use of a Work that is terminated immediately upon notice thereof may be
liquidated by payment of the Rightsholder’s ordinary license price therefor; any unauthorized (and unlicensable) use that
is not terminated immediately for any reason (including, for example, because materials containing the Work cannot
reasonably be recalled) will be subject to all remedies available at law or in equity, but in no event to a payment of less
than three times the Rightsholder's ordinary license price for the most closely analogous licensable use plus
Rightsholder’s and/or CCC's costs and expenses incurred in collecting such payment.

14) Additional Terms for Specific Products and Services. If a User is making one of the uses described in this Section 14,
the additional terms and conditions apply:

a) Print Uses of Academic Course Content and Materials (photocopies for academic coursepacks or classroom
handouts). For photocopies for academic coursepacks or classroom handouts the following additional terms apply:

i) The copies and anthologies created under this License may be made and assembled by faculty members
individually or at their request by on-campus bookstores or copy centers, or by off-campus copy shops and other
similar entities.

ii) No License granted shall in any way: (i) include any right by User to create a substantively non-identical copy of
the Work or to edit or in any other way modify the Work (except by means of deleting material immediately
preceding or following the entire portion of the Work copied) (i) permit “publishing ventures” where any particular
anthology would be systematically marketed at multiple institutions.

i) Subject to any Publisher Terms (and notwithstanding any apparent contradiction in the Order Confirmation
arising from data provided by User), any use authorized under the academic pay-per-use service is limited as
follows:

A) any License granted shall apply to only one class (bearing a unique identifier as assigned by the institution,
and thereby including all sections or other subparts of the class) at one institution;

B) use is limited to not more than 25% of the text of a book or of the items in a published collection of essays,
poems or articles;

C) use is limited to no more than the greater of (a) 25% of the text of an issue of a journal or other periodical
or (b) two articles from such an issue;

D) no User may sell or distribute any particular anthology, whether photocopied or electronic, at more than
one institution of learning;

E) in the case of a photocopy permission, no materials may be entered into electronic memory by User except
in order to produce an identical copy of a Work before or during the academic term (or analogous period) as
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to which any particular permission is granted. In the event that User shall choose to retain materials that are
the subject of a photocopy permission in electronic memory for purposes of producing identical copies more
than one day after such retention (but still within the scope of any permission granted), User must notify CCC
of such fact in the applicable permission request and such retention shall constitute one copy actually sold for
purposes of calculating permission fees due; and

F) any permission granted shall expire at the end of the class. No permission granted shall in any way include
any right by User to create a substantively non-identical copy of the Work or to edit or in any other way
modify the Work (except by means of deleting material immediately preceding or following the entire portion
of the Work copied).

iv) Books and Records; Right to Audit. As to each permission granted under the academic pay-per-use Service,
User shall maintain for at least four full calendar years books and records sufficient for CCC to determine the
numbers of copies made by User under such permission. CCC and any representatives it may designate shall have
the right to audit such books and records at any time during User’s ordinary business hours, upon two days’ prior
notice. If any such audit shall determine that User shall have underpaid for, or underreported, any photocopies
sold or by three percent (3%) or more, then User shall bear all the costs of any such audit; otherwise, CCC shall
bear the costs of any such audit. Any amount determined by such audit to have been underpaid by User shall
immediately be paid to CCC by User, together with interest thereon at the rate of 10% per annum from the date
such amount was originally due. The provisions of this paragraph shall survive the termination of this License for
any reason.

b) Digital Pay-Per-Uses of Academic Course Content and Materials (e-coursepacks, electronic reserves, learning
management systems, academic institution intranets). For uses in e-coursepacks, posts in electronic reserves, posts
in learning management systems, or posts on academic institution intranets, the following additional terms apply:

i) The pay-per-uses subject to this Section 14(b) include:

A) Posting e-reserves, course management systems, e-coursepacks for text-based content, which grants
authorizations to import requested material in electronic format, and allows electronic access to this material
to members of a designated college or university class, under the direction of an instructor designated by the
college or university, accessible only under appropriate electronic controls (e.g., password);

B) Posting e-reserves, course management systems, e-coursepacks for material consisting of photographs
or other still images not embedded in text, which grants not only the authorizations described in Section
14(b)(i)(A) above, but also the following authorization: to include the requested material in course materials
for use consistent with Section 14(b)(i)(A) above, including any necessary resizing, reformatting or modification
of the resolution of such requested material (provided that such modification does not alter the underlying
editorial content or meaning of the requested material, and provided that the resulting modified content is
used solely within the scope of, and in a manner consistent with, the particular authorization described in the
Order Confirmation and the Terms), but not including any other form of manipulation, alteration or editing of
the requested material;

Q) Posting e-reserves, course management systems, e-coursepacks or other academic distribution for
audiovisual content, which grants not only the authorizations described in Section 14(b)(i)(A) above, but also
the following authorizations: (i) to include the requested material in course materials for use consistent with
Section 14(b)(i)(A) above; (ii) to display and perform the requested material to such members of such class in
the physical classroom or remotely by means of streaming media or other video formats; and (iii) to “clip” or
reformat the requested material for purposes of time or content management or ease of delivery, provided
that such “clipping” or reformatting does not alter the underlying editorial content or meaning of the
requested material and that the resulting material is used solely within the scope of, and in a manner
consistent with, the particular authorization described in the Order Confirmation and the Terms. Unless
expressly set forth in the relevant Order Conformation, the License does not authorize any other form of
manipulation, alteration or editing of the requested material.

ii) Unless expressly set forth in the relevant Order Confirmation, no License granted shall in any way: (i) include
any right by User to create a substantively non-identical copy of the Work or to edit or in any other way modify the
Work (except by means of deleting material immediately preceding or following the entire portion of the Work
copied or, in the case of Works subject to Sections 14(b)(1)(B) or (C) above, as described in such Sections) (ii)
permit “publishing ventures” where any particular course materials would be systematically marketed at multiple
institutions.
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i) Subject to any further limitations determined in the Rightsholder Terms (and notwithstanding any apparent
contradiction in the Order Confirmation arising from data provided by User), any use authorized under the
electronic course content pay-per-use service is limited as follows:

A) any License granted shall apply to only one class (bearing a unique identifier as assigned by the institution,
and thereby including all sections or other subparts of the class) at one institution;

B) use is limited to not more than 25% of the text of a book or of the items in a published collection of essays,
poems or articles;

C) use is limited to not more than the greater of (a) 25% of the text of an issue of a journal or other periodical
or (b) two articles from such an issue;

D) no User may sell or distribute any particular materials, whether photocopied or electronic, at more than
one institution of learning;

E) electronic access to material which is the subject of an electronic-use permission must be limited by means
of electronic password, student identification or other control permitting access solely to students and
instructors in the class;

F) User must ensure (through use of an electronic cover page or other appropriate means) that any person,
upon gaining electronic access to the material, which is the subject of a permission, shall see:

o a proper copyright notice, identifying the Rightsholder in whose name CCC has granted permission,
o astatement to the effect that such copy was made pursuant to permission,

o a statement identifying the class to which the material applies and notifying the reader that the material
has been made available electronically solely for use in the class, and

o astatement to the effect that the material may not be further distributed to any person outside the class,
whether by copying or by transmission and whether electronically or in paper form, and User must also
ensure that such cover page or other means will print out in the event that the person accessing the
material chooses to print out the material or any part thereof.

G) any permission granted shall expire at the end of the class and, absent some other form of authorization,
User is thereupon required to delete the applicable material from any electronic storage or to block electronic
access to the applicable material.

iv) Uses of separate portions of a Work, even if they are to be included in the same course material or the same
university or college class, require separate permissions under the electronic course content pay-per-use Service.
Unless otherwise provided in the Order Confirmation, any grant of rights to User is limited to use completed no
later than the end of the academic term (or analogous period) as to which any particular permission is granted.

v) Books and Records; Right to Audit. As to each permission granted under the electronic course content Service,
User shall maintain for at least four full calendar years books and records sufficient for CCC to determine the
numbers of copies made by User under such permission. CCC and any representatives it may designate shall have
the right to audit such books and records at any time during User’s ordinary business hours, upon two days' prior
notice. If any such audit shall determine that User shall have underpaid for, or underreported, any electronic
copies used by three percent (3%) or more, then User shall bear all the costs of any such audit; otherwise, CCC
shall bear the costs of any such audit. Any amount determined by such audit to have been underpaid by User
shall immediately be paid to CCC by User, together with interest thereon at the rate of 10% per annum from the
date such amount was originally due. The provisions of this paragraph shall survive the termination of this license
for any reason.

) Pay-Per-Use Permissions for Certain Reproductions (Academic photocopies for library reserves and interlibrary
loan reporting) (Non-academic internal/external business uses and commercial document delivery). The License
expressly excludes the uses listed in Section (c)(i)-(v) below (which must be subject to separate license from the
applicable Rightsholder) for: academic photocopies for library reserves and interlibrary loan reporting; and non-

academic internal/external business uses and commercial document delivery.
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15)

i) electronic storage of any reproduction (whether in plain-text, PDF, or any other format) other than on a
transitory basis;

i) the input of Works or reproductions thereof into any computerized database;
i) reproduction of an entire Work (cover-to-cover copying) except where the Work is a single article;
iv) reproduction for resale to anyone other than a specific customer of User;

v) republication in any different form. Please obtain authorizations for these uses through other CCC services or
directly from the rightsholder.

Any license granted is further limited as set forth in any restrictions included in the Order Confirmation and/or in
these Terms.

d) Electronic Reproductions in Online Environments (Non-Academic-email, intranet, internet and extranet). For
“electronic reproductions”, which generally includes e-mail use (including instant messaging or other electronic
transmission to a defined group of recipients) or posting on an intranet, extranet or Intranet site (including any
display or performance incidental thereto), the following additional terms apply:

i) Unless otherwise set forth in the Order Confirmation, the License is limited to use completed within 30 days for
any use on the Internet, 60 days for any use on an intranet or extranet and one year for any other use, all as
measured from the “republication date” as identified in the Order Confirmation, if any, and otherwise from the
date of the Order Confirmation.

ii) User may not make or permit any alterations to the Work, unless expressly set forth in the Order Confirmation
(after request by User and approval by Rightsholder); provided, however, that a Work consisting of photographs
or other still images not embedded in text may, if necessary, be resized, reformatted or have its resolution
modified without additional express permission, and a Work consisting of audiovisual content may, if necessary,
be “clipped” or reformatted for purposes of time or content management or ease of delivery (provided that any
such resizing, reformatting, resolution modification or “clipping” does not alter the underlying editorial content or
meaning of the Work used, and that the resulting material is used solely within the scope of, and in a manner
consistent with, the particular License described in the Order Confirmation and the Terms.

Miscellaneous.

a) User acknowledges that CCC may, from time to time, make changes or additions to the Service or to the Terms, and
that Rightsholder may make changes or additions to the Rightsholder Terms. Such updated Terms will replace the
prior terms and conditions in the order workflow and shall be effective as to any subsequent Licenses but shall not
apply to Licenses already granted and paid for under a prior set of terms.

b) Use of User-related information collected through the Service is governed by CCC's privacy policy, available online
at www.copyright.com/about/privacy-policy/.

) The License is personal to User. Therefore, User may not assign or transfer to any other person (whether a natural
person or an organization of any kind) the License or any rights granted thereunder; provided, however, that, where
applicable, User may assign such License in its entirety on written notice to CCC in the event of a transfer of all or
substantially all of User’s rights in any new material which includes the Work(s) licensed under this Service.

d) No amendment or waiver of any Terms is binding unless set forth in writing and signed by the appropriate parties,
including, where applicable, the Rightsholder. The Rightsholder and CCC hereby object to any terms contained in any
writing prepared by or on behalf of the User or its principals, employees, agents or affiliates and purporting to govern
or otherwise relate to the License described in the Order Confirmation, which terms are in any way inconsistent with
any Terms set forth in the Order Confirmation, and/or in CCC's standard operating procedures, whether such writing
is prepared prior to, simultaneously with or subsequent to the Order Confirmation, and whether such writing appears
on a copy of the Order Confirmation or in a separate instrument.

e) The License described in the Order Confirmation shall be governed by and construed under the law of the State of
New York, USA, without regard to the principles thereof of conflicts of law. Any case, controversy, suit, action, or
proceeding arising out of, in connection with, or related to such License shall be brought, at CCC's sole discretion, in
any federal or state court located in the County of New York, State of New York, USA, or in any federal or state court
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whose geographical jurisdiction covers the location of the Rightsholder set forth in the Order Confirmation. The
parties expressly submit to the personal jurisdiction and venue of each such federal or state court.

Last updated October 2022
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