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1. UVOD



Uvod

1.1. Spavanje-vitalni fizioloski proces

,Covek provede treéinu svog Zivota spavajuéi. Ako to nije
apsolutno vitalan proces, onda je to najveca greska evolucije”

Allan Rechtschaffen

Jedna od omiljenih recenica svakog somnologa je svakako gore navedeni Rechtschafenov
citat. Ovo je bila prva recenica sa kojom sam se i ja susreo kada sam zapoceo upoznavanje sa
medicinom spavanja u NeurofizioloSkoj laboratoriji Medicinskog fakulteta u Beogradu.

Spavanje svakako jeste vitalan fizioloSki proces i skoro treéinu Zivota provedemo spavajuci.
Postoje brojne definicije spavanja, a moZe se definisati i kao periodi¢no, reverzibilno i fiziolosko
stanje smanjene budnosti, koje se odlikuje umanjenom percepcijom i odloZenom reakcijom na
spoljasnje podraZzaje. Spavanje odlikuju brojni fizoloski procesi kao $to su smanjenje aktivnosti
skeletnih miSic¢a, izostanak ili produZenje reakcije na spoljasnje draZi, smanjenje autonomnih
funkcija (puls, krvni pritisak, telesna temperatura) kao i promena u bioelektri¢noj aktivnosti
mozga. Bihejvioralne promene moguce je direktno opservirati, dok se za registrovanje
fizioloskih (prvenstveno neurofizioloskih) promena tokom spavanja, u naucne ili dijagnosticke
svrhe, koristi polisomnografija (elektroencefalografija-EEG, elektromiografija-EMG,
elektrookulografija-EOG i elektrokardiografija-EKG) (Abad i sar., 2003). Oporavak integriteta
neurona i maturacija sinapsi se uvek isticu kao glavni benefiti spavanja, a restorativna uloga
spavanja omogucava konsolidaciju pamcenja i olakSava ucenje (Stich i sar., 2022).

U brojnim studijama pokazano je da su poremecaji spavanja, kako kvantitativni tako i
kvalitativni, povezani sa brojnim bolestima, kao $to su bolesti srca i mentalne bolesti,
ukljucujuci psihoze, bipolarne poremecaje i epilepsije (Day i sar., 1999). Da bi se ispoljio
pozitivan efekat spavanja, spavanje treba bude kontinuirano ili neprekinuto odreden
vremenski period kako bi se pozitivni efekti zadrzali (Stich i sar., 2022).

Razumevanje sistema koji kontroliSu spavanje omogucava da poboljSamo kvalitet i trajanje
spavanja (kvantitet) a tako i kvalitet Zivota. U samom centru regulacije perioda budnosti i
spavanja nalazi se ciklus svetla i tame, bududi da je ljudska vrsta ,programirana“ da bude
aktivna tokom dana a da spava tokom no¢i. Ipak, sama kontrola procesa spavanja je nesto
kompleksnija i zavisi kako od cirkadijalnog ritma tako i od pritiska spavanja. Ova dva sistema
su medusobno isprepletena i odreduju kada odlazimo na spavanje, kada se budimo i kako se
oseCamo nakon budenja (Cajochen i sar., 2003). Pritisak spavanja je jednostavan fenomen
povezan sa maturacijom sinapsi i nagomilava se paralelno sa duZinom vremena provedenog u
budnom stanju. Smanjuje se spavanjem, dostiZzu¢i minimum nakon kvalitetno prespavane noci.
Kada je pritisak spavanja visok, spavanje je dublje u fizioloskim uslovima. Ipak, na ovaj proces
mogu da uticu brojni faktori, kao Sto su infekcije, razli¢ita oboljenja ili obavljanje mentalno
zahtevnih radnji te se moze zakljuciti da je on delimi¢no pod voljnom kontrolom. Kada dolazi
do nagomilavanja pritiska spavanja, a spavanje se voljno odlaze nastaje ,,dug spavanja“. Ovaj
fenomen znacajno utice kako na moZdane tako i na telesne funkcije, i Sto je vedi, to je efikasnost
i produktivnost osobe proporcionalno manja.

U drugoj polovini XX veka otkriveno je da adenozin moZe smanjiti budnost i dovesti do
povecanja pospanosti kao i podsticanja dubljih faza spavanja (Portas i sar., 1997). Moguce je da
pritisak spavanja proizilazi iz nakupljanja adenozina u mozdanim strukturama. Tokom budnog
stanja u centralnom nervnom sistemu se trosi velika koli¢ina energije u formi adenozin-tri-
fosfata (ATP), koji nastaje iskljucivo iz glikogena. On se oslobada iz neurona i nervnih celija, a
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zatim se razgraduje u ekstrasinaptickom prostoru. Visoka aktivnost neurona povezana je sa
znacajnim povecanjem otpuStanja neurotransmitera i sekvencijalnim otpusStanjem ATP-a iz
zaliha glikogena, Sto rezultuje stvaranjem viSe adenozina. Nakon oslobadanja, adenozin se
moZe vezati na neki od cCetiri adenozinska receptora u bazalnom delu frontalnog reZnja.
Istrazivanja ukazuju da samo dva od Cetiri receptora imaju ulogu u regulaciji spavanja A1 A2A
(Lazarus i sar., 2019). A1l receptori dovode do inhibicije neurona odgovornih za budnost u
razli¢itim moZdanim strukturama, dok su A2A receptori lokalizovani u preoptickom podrucju
hipotalamusa i dovode do ekscitacije neurona koji izazivaju spavanje. Simultanim
ekscitatornim i inhibitornim ulogama, posredstvom receptora, adenozin podsti¢e spavanje.
Administraciju adenozina u preopticku regiju hipotalamusa eksperimentalnih Zivotinja dovodi
do modifikacije aktivnosti neurona i promena u ponasanju Zivotinja tokom spavanja (Strecker
isar.2000). U drugim studijama deprivacija spavanja dovela je do dostizanja platoa u bazalnim
nivoima adenozina u frontalnim regionima, no adenozin je nastavio rasti i u drugim mozdanim
strukturama, povecavajuci tako potrebu za spavanjem u budnom periodu. Sve ovo navodi na
pitanje kako se onda budimo. Osim c¢injenice da nam bioloski sat nakon odredenog perioda
izaziva budenje, tokom spavanja dolazi do stvaranja novih molekula ATP-a iz adenozina, $to
dovodi do smanjenja pritiska spavanja. Ovaj proces je suprotan od onoga Sto se dogada tokom
perioda budnosti. Pritisak spavanja je uglavnom povezan sa dubokim spavanjem koje se javlja
u ranim periodima spavanja. Budu¢i da duboko spavanje zahteva manju moZdanu aktivnost,
pretpostavlja se da se obnavljanje glikogena, a time i ATP-a dogada bas u ovom periodu
(Dworak i sar., 2010). Stvaranje ATP-a iz adenozina takode moZe objasniti inerciju spavanja-
pospanost ili omamljenost, koju osecamo neposredno nakon budenja. Ova omamljenost se
uglavnom moZe pripisati tome Sto naSe telo nije u stanju transformisati kompletan adenozin,
proizveden tokom sati budnosti u ATP, ostavljajuci tako viSak adenozina ¢ak i nakon cele no¢i
spavanja. Ovo moZe objasniti zaSto mnogi ljudi osecaju potrebu za kofeinom kako bi zapoceli
dan (Porkka-Heiskanen i sar., 1997).

1.1.1. Arhitektura i polisomnografske odlike spavanja

Spavanje se odvija u viSe ciklusa (Day i sar., 1999; Franken i sar., 2001; Hodoba 2002), koji
u fizioloSkim uslovima traju do 90 minuta i sukcesivno se ponavljaju, a sastoje se iz REM faze
(eng. rapid eye movement), ili paradoksalno spavanje, i NREM, ili NREM faze (eng. nonrapid eye
movement), koja se jo§ naziva i sporotalasno (eng. slow wave sleep, SWS) spavanje
(Rosenwasser 2009). FizioloSke promene koje se deSavaju u organizmu tokom NREM faze
podrazumevaju smanjenje perifernog vaskularnog tonusa-vazodilataciju i pad perifernog
vaskularnog otpora koja dovodi do pada krvnog pritiska, tahipneje usled relaksacije miSica
gornjih respiratornih puteva i smanjenja nivoa bazalnog metabolizma za oko 30%.

Ranije je bilo ustaljeno verovanje da, tokom ove faze, izostaje sanjanje, Sto nije u potpunosti
ta¢no. Na osnovu posmatranja moZdane aktivnosti uoceno je da postoje snovi, ali sa odsustvom
integracije (konsolidacije). Prema novoj klasifikaciji Americke akademije za medicinu spavanja
(eng. American Academy for Sleep Medicine) iz 2004. godine definisane su tri faze sporotalasnog
spavanja, $to je promena u odnosu na prethodnu klasifikaciju u kojoj je NREM spavanje bilo
podeljeno na cetiri faze: N1, N2, N3 i N4. Nova klasifikacija objedinjuje najdublje faze
sporotalasnog spavanja N3 i N4 u jednu fazu N3 (Iber i sar., 1998). Jedan ciklus sporo-talasnog
spavanja ukupno traje od 30 do 45 minuta i tokom ovog vremenskog intervala organizam prode
kroz sve tri faze ciklusa N1-N3, i obrnuto N3-N1, gde se umesto NREM javlja REM spavanje,
¢ime se zavrsava jedan ciklus. Ukupno trajanje sporotalasnog spavanja tokom jednog cikusa se,
kako vreme spavanja odmice, skracuje tako da su prvih nekoliko ciklusa su najduZi.

Pored toga, kako se ciklusi sporotalasnog spavanja smenjuju, dolazi do smanjenja
frekvencije i povecanja amplitude talasa predstavljenih EEG zapisom, Sto svedoc¢i o povecanju
duZine spavanja i dovodi do podizanja praga za budenje. Smanjenje frekvencije ukazuje da je
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elektricna aktivnost, odnosno aktivnost neurona neokorteksa sinhronizovana. Stadijumi 3 i 4
spadaju u sporotalasno spavanje, a karakteriSu ih najsporiji EEG talasi (0,3-5 Hz), najvise
amplitude ili delta talasi (0).

Prvi stadijum traje 5-10 minuta i u EEG zapisu je uocljivo iS¢ezavanje alfa talasa koga
prati redukcija miSi¢nog tonusa. Alfa talasi se odlikuju frekvencom u opsegu od 8 do 13
Hz i amplitudom od 20 do 60 pV i javljaju se kada je osoba u miru zatvorenih ociju
(Khealani, 2006). Uz alfa talase prisutni su jo$ i beta i teta talasi. Na EOG-u se registruju
pendularni pokreti bulbusa, dok se EMG karakteriSe minimalnom aktivnoScu
muskulature. Generalno, prag podrazaja za budenje u ovoj fazi je nizak, a ukoliko se
probude, osobe se ne secaju da su spavale.

Na prvi stadijum se nadovezuje drugi stadijum koji se karakteriSe niskom amplitudom
EEG talasa: pojavom sporih sinusoidnih talasa (K kompleksi) sa pikovima visoke
amplitude 7-14 Hz u ukupnom trajanju od oko 3 sekunde kao i vretena spavanja. Vretena
spavanja pojavljuju se mestimi¢no i tokom kasnijih stadijuma sporo-talasnog spavanja,
a njihova pojava ukazuje na postojanje sinhronizacije EEG talasa koja nastupa zbog
ritmicke aktivacije jedara talamusa i aktivacije neurona. Ovo je ujedno i najduZa faza
spavanjaitraje do 30 minuta. EOG i EMG karakteriSe oskudna aktivnost a prag podrazaja
je nizak.

Stadijum tri (prethodno stadijumi tri i Cetiri) odlikuje se pojavom sinhronizovanih
sporih delta talasa niske frekvence (0,3-5 Hz) i velike amplitude (20-200 uV), koji
zauzimaju oko 50% EEG zapisa, sa mestimicnom pojavom vretena spavanja (Carley i
Farabi, 2016). I ovde EOG i EMG karakteriSe oskudna aktivnost, a prag podraZaja je
visok, s tim da je primeceno da je neSto niZi kada su u pitanju auditivni svrsishodni
stimulusi, narocito kod dece.
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Slika 1.1. Sematski prikaz razlika u hipnogramu kod osoba razli¢itog uzrasta
Na slici su reprezentativni hipnogrami za mladu i stariju populaciju. Prikazane su razlike u pojedinim
fazama spavanja i odnosima faza u odnosu na starosnu dob.
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Trajanje REM faze spavanja varira u zavisnosti od uzrasta, i dok kod novorodencadi REM
spavanje ¢ini oko 50% ukupnog trajanja spavanja, kod odraslih iznosi 20-25% (Slika 1.1.).

Epizode REM spavanja javljaju se otprilike svakih 90 minuta nakon sporotalasnog spavanja.
Za razliku od NREM-a, REM spavanje ima svoje tonicke i fazi¢ne karakteristike (Sudhansu,
2009).

Tonicke karakteristike prisutne su tokom REM faze i karakterisSe ih desinhronizovani EEG
zapis, atonija miSica i nedostatak termoregulacije. Sa druge strane, fazicne karakteristike se
javljaju periodic¢no i Cine ih brzi pokreti o€iju, PGO talasi i snovi (Slika 1.2.). Osim povremenih
trzaja, skeletni misici i aktivnosti okularnih misi¢a i dijafragme, svi ostali skeletni miSi¢i su
potpuno relaksirani (jedina fizioloSka atonija i arefleksija). Regulacija telesne temperature
privremeno prestaje tokom REM spavanja i za kratko vreme Covek postaje poikiloterman.
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Slika 1.2. Ciklusi spavanja: Procentualni udeo i trajanje faza sa karakteristicnim EEG
zapisom

Na slici je prikazan cikuls spavanja, procentualni udeo pojedinih faza spavanja u tom cikusu, kao i
karakteristi¢ni EEG talasi koji se javljaju u pojedinim fazama. Modifikovano prema Driller i sar. (2023).

Pojava teta talasa u EEG zapisu svedoci o ekscitaciji mozZdane kore impulsima koji stiZu iz
subkortikalnih struktura i limbiCkog sistema, a posebno hipokampusa. DuZina REM faze
obuhvata interval od 5 do 30 minuta u zavisnosti od koli¢ine akumuliranog umora tokom dana,
tako da se trajanje REM faze smanjuje sa povecanjem osec¢aja umora. Prelazak organizma u
stanje budnosti dejstvom senzornih stimulusa deSava se teZe nego tokom NREM spavanja. Ipak,
najcesce je budenje tokom REM faze. Paradoksalna REM faza predstavlja period spavanja u
kome se metabolicka aktivnost mozga povecava za oko 20%, Sto je ekvivalentno aktivnosti u
budnom stanju, a sa druge strane skeletni misSi¢i su u potpunoj atoniji.

Pretpostavlja se da je moguci uzrok ovog paradoksalnog stanja aktivnost holinergickog
sistema i stvaranje acetilholina u velikim neuronima retikularne formacije gornjeg dela
moZdanog stabla. Nastavci ovih neurona su razgranati i ekscitiraju mnoge, medusobno
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udaljene, delove mozga, ali ne i ¢itavo moZdano tkivo. Ovo dovodi do prekomerne aktivnosti
pojedinih delova mozga, ali ne i nastupanja budnog stanja. Tokom REM spavanja dolazi do
aktivnog sanjanja, Sto mozZe dovesti do nepravilnog disanja i rada srca. Inhibicija spinalnih
motoneurona i perifernih miSi¢a uzrokuje smanjenje misSi¢nog tonusa, osim kod misic¢a oka i
miSica disajnog sistema. Ovaj tip spavanja dobio je naziv po brzim skadi¢nim pokretima ociju.
REM spavanje je manje okrepljuju¢e od NREM spavanja, ali se smatra da ima znacajnu ulogu u
razvoju mozga, obzirom na to da se broj i trajanje REM faze smanjuje sa godinama. Purves i
saradnici (2001) navode da se broj i trajanje REM faze smanjuju od 8 sati na rodenju, preko 2
sata kod 20-godisSnjaka, do samo 45 minuta u osoba starijih od 70 godina.

1.1.2. Mehanizmi spavanja

Razumevanje mehanizama spavanja oduvek je bilo centralno pitanje u somnologiji. lako
postoje mnogi razliciti centri koji su ukljuceni u proces spavanja, ventrolateralno preopticko
jedro se smatra centralnim u regulaciji i uspostavljanju mehanizama spavanja (Lu i sar., 2000).
Nervne Celije koje pripadaju ovom jedru proizvode gama-aminobuternu kiselinu (GABA) i
njihova aktivnost se povecava sa pocetkom spavanja. Medutim, neurotransmiteri kao Sto su
serotonin, dopamin, acetilholin i noradrenalin, koji su prisutni u ascendentnom sistemu
odrZavanja budnosti, deluju inhibitorno na nervne ¢elije ventrolateralnog preoptickog jedra
(Gallopin i sar., 2004). Ovo omogucava inhibiciju sistema za odrZavanje budnosti u
hipotalamusu i moZdanom stablu, ¢ime se brzo i potpuno prelazi iz budnosti u spavanje (Saper
i sar., 2010). Pored neurona ventrolateralnog preoptickog jedra, grupa celija koje pripadaju
medijalnom preoptickom jedru je takode identifikovana kao vazan faktor odrzavanja spavanja.
Aktivnost ovih ¢elija povecava se tokom spavanja, ali i kada je potrebno inicirati spavanje, Sto
ukazuje na njihovu ulogu u akumulaciji potrebe za spavanjem. Slicno neuronima
ventrolateralnog preoptickog jedra, ove Celije takode proizvode inhibitorne neurotransmitere
(Saper i sar. 2005; Scammell i sar., 2017). Neurotransmiteri poput histamina, dopamina i
noradrenalina igraju vaznu ulogu u odrZavanju stanja budnosti, dok se proces spavanja inicira
putem GABA-ergicke i serotoninergicke aktivnosti (DeLacea i Eban-Rothschild, 2017). Posebna
grupa neurona smestenih na granici izmedu rostralnog dela ponsa i kaudalnog dela srednjeg
mozga identifikovana je kao klju¢ni element u odrzavanju budnosti (Fuller i sar., 2011). Iako su
ovi neuroni inicijalno posmatrani kao deo retikularne formacije, kasnija istrazivanja su
pokazala da pripadaju monoaminergickom i holinergickom sistemu, zajedno sa pridruZenim
glutaminergickim i GABA-ergickim neuronima. Kao takvi, oni bi trebalo da budu klasifikovani
u zasebnu grupu koja, zajedno sa moZdanim regionima koje inervise, €ini sistem za regulaciju
smene budnosti i spavanja (Scammell i sar., 2017).

Holinergicka vlakna bogato inervisu talamus, ali takode ostvaruju komunikaciju i sa drugim
delovima mozga, ukljucujudi lateralni hipotalamus, prefrontalni korteks i bazalni deo prednjeg
mozga. Holinergicki neuroni se nalaze u pedunkulopontinskom i laterodorzalnom
tegmentalnom jedru, a takode i u bazalnom delu prednjeg mozga (Manns i sar., 2001). Ovi
neuroni su pretezno holinergicki ili GABA-ergicki i imaju vaznu ulogu u odrZavanju budnosti.
Holinergicki neuroni aktiviraju piramidalne neurone moZdane kore, dok GABA-ergicke nervne
Celije deluju inhibitorno na aktivnost moZdanog korteksa (Henny i Jones, 2008; Jones, 2004).
Aktivnost holinergickih neurona je povecana tokom budnosti i REM faze spavanja, dok opada
tokom NREM faze spavanja.

Interakcija monoaminergickih i holinergickih neurona igra klju¢nu ulogu u smeni stadijuma
spavanja, a razlika u aktivnosti ovih neurona tokom REM i NREM faze spavanja ukazuje na ovu
interakciju (Saper i sar., 2010). Merenja ekspresije Fos gena identifikovala su tri populacije
neurona koje su odgovorne za REM spavanje: neuroni iz sublaterodorzalnog nukleusa, pre-
coeruleus regiona i medijalnog parabrahijalnog nukleusa (Saperisar., 2010). Tokom NREM faze
spavanja, ovi neuroni su inhibirani GABA-ergickim stimulusima iz ventrolateralne
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periakvaduktalne sive mase i lateralnog dela dorzalnog ponsa, koji su pod kontrolom
ventrolateralnog paraorbitalnog jedra i neurona iz lateralnog hipotalamusa (Biossard i sar.,
2003; Lui sar., 2006). Ovaj proces je usmeren ka sprecavanju pojave REM faze. Nasuprot tome,
tokom REM faze, sublaterodorzalni nukleus Salje GABA-ergicke inhibicione signale u
ventrolateralnu periakveduktalnu sivu masu i lateralni deo ponsa, ¢ime se sprecava NREM
spavanje tokom trajanja REM faze (Lu i sar., 2006). Ovaj sistem reciprocne inhibicije
omogucava pravilnu smenu izmedu REM i NREM spavanja. Pored GABA-ergickih, u oblasti
sublaterodorzalnog nukleusa identifikovana su i glutaminergicka vlakna koja se aktiviraju
tokom REM faze spavanja (Lu i sar., 2006). Ove ¢elije proizvode neurotransmiter glutamin, koji
aktivira inhibitorne interneurone u meduli i kicmenoj moZdini, Sto dovodi do miSi¢ne atonije
tokom REM faze spavanja. Glutaminergicka aktivnost tokom REM faze spavanja dovodi i do
desinhronizacije EEG signala koji su karakteristi¢ni za REM fazu spavanja (Lu i sar., 2006).

Noradrenergicki neuroni iz locus coeruleus-a i serotonergicka aktivnost nucleus dorsalis
raphe inhibiraju nastanak REM faze i odrZzavaju NREM stadijuma tako $to ekscitiraju neurone
koji su fizioloski neaktivni tokom REM faze poput GABA-ergickih neurona ventrolateralne
periakvaduktalne sive mase i lateralnog dela dorzalnog ponsa; i inhibiraju neurone koji su
normalno aktivni tokom REM faze poput GABA-ergickih i glutaminergi¢kih neurona iz
sublaterodorzalnog jedra, pre-coeruleus regiona medijalnog parabrahijalnog nukleusa (Saper i
sar., 2010; Lu i sar., 2006). Tokom REM faze noradrenergicki i serotoninergicki sistemi su
utiSani ¢ime omoguéavaju odrZavanje REM stadijuma (Saper i sar., 2010). Holinergicka jedra
deluju suprotno od dejstva serotoninergickog i noradrenergickog sistema jer podrzavaju
odvijanje REM faze, a tokom NREM faze su utiSana (Saper i sar., 2010).

U zadnjoj polovini lateralnog hipotalamusa nalaze se neuroni koji sintetiSu oreksin i
glutamin, a imaju vaznu ulogu u odrZavanju budnosti organizma. Oni ostvaruju direktno
aktivirajuc¢e dejstvo na strukture mozdane kore i bazalnog dela prednjeg mozga, te deluju
ekscitatorno na neurone monoaminergickog i holinergic¢kog sistema koji pripadaju centru za
odrzavanje budnosti (Inutsuka i sar., 2013). Takode, ovi neuroni inhibiraju nastanak REM
stadijuma tako Sto aktiviraju neurone koji su inace neaktivni tokom REM faze, ¢cime odrZavaju
postojanje faze sporo-talasnog spavanja (Saper i sar., 2010).

Oreksin, poznat i kao hipokretin, je neuropeptid koji se sintetiSe u neuronima lateralne
hipotalamusne regije. Do sada su proucena dva tipa ovog hormona: oreksin A (hipokretin 1) i
oreksin B (hipokretin 2). Osim u hipotalamusu, oreksin ima uticaj na razli¢ite neuronske grupe
u mozgu koje su ukljucene u regulaciju spavanja i budnosti. Na primer, neuronske grupe
serotoninergi¢ckog nucleus dorsalis raphe, noradrenergickog jedra locus coeruleus,
dopaminergic¢kih neurona ventralne tegmentalne aree i histaminergi¢kog tuberomamilarnog
jedra poseduju receptore za oreksin (Inutsuka i sar., 2013).

Osim toga, neuroni koji proizvode oreksin uspostavljaju sinapse sa holinergi¢kim
neuronima laterodorzalnog tegmentalnog jedra i pedunkulo-pontinskog tegmentalnog jedra.
Ova holinergicka jedra kontroliSu stanje budnosti i REM fazu spavanja, pa se pretpostavlja da
oreksin reguliSe aktivnost ovih neurona i time modifikuje ciklus spavanja i budnosti (Inutsuka
isar., 2013).

Dosadasnja istrazivanja ukazuju da odpustanje oreksina stimuliSe prelazak iz REM i NREM
faze spavanja u budno stanje, produzava vreme provedeno u budnom stanju i smanjuje trajanje
i REM i NREM faze spavanja (Adamantidis i sar.,2007; Sasakiisar.,2011). Smanjen broj nervnih
Celija koje proizvode oreksin i pad koncentracije oreksina u cerebrospinalnoj tecnosti
primeceni su kod osoba koje boluju od narkolepsije, Sto ukazuje na vaznost oreksina u regulaciji
ciklusa spavanja i budnosti (Nishino i sar., 2000; Peyron i sar., 2000).
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Uloga serotonina u regulaciji procesa spavanja jo$ uvek nije potpuno razjasnjena, jer zavisi
od sloZene interakcije serotoninergickog sistema sa drugim neurotransmiterskim sistemima.
Prema dosada$njim istrazivanjima, ekstracelularna koncentracija serotonina je direktno
proporcionalna aktivnosti serotoninergickih neurona u nucleus dorsalis raphe. Ovi neuroni
pokazuju povecanu aktivnost u budnom stanju koja se smanjuje tokom sporotalasnog spavanja,
a potpuno nestaje tokom REM faze spavanja. Serotonin deluje u sinergiji sa noradrenalinom i
acetilholinom kako bi se postiglo budno stanje i moguce je da ucestvuje u inhibiciji REM faze
spavanja (Portas i sar., 2000).

Melatonin je neurohormon koji se sintetiSe u pinealnoj Zlezdi. Njegova produkcija i
oslobadanje u cirkulaciju se odvijaju ritmi¢no tokom dnevno-no¢nog ciklusa, pri ¢emu
koncentracija u krvi po€inje da raste uvece i dostiZe vrhunac u periodu od 2 do 4 sata nakon
pono¢i (Arendt i sar., 2008). Pinealna Zlezda je inervisana simpatickim, centralnim,
parasimpatickim i peptidergickim nervima koji uc¢estvuju u regulaciji biosinteze melatonina.
Najbolje proucena je sinapticka inervacija koja dolazi iz gornjeg cervikalnog gangliona, a €ija
aktivnost i sinteza neurotransmitera noradrenalina podlezu kontroli od strane
suprahijazmatskog jedra u hipotalamusu. Ono se moduliSe impulsima koji poti¢u od ganglijskih
Celija retine i prenose se monosinaptickim retinotalamickim putem (Macchi i Bruce, 2004).
Melatonin se sintetisSe iz aminokiseline triptofana u procesima hidroksilacije i dekarboksilacije
u pinealocitima, uz pomo¢ enzima N-acetil transferaze i hidroksiindol-0-metil transferaze
(Erland i Saxena, 2017; Tan i sar., 2016).

Serotonin igra klju¢nu ulogu u ovoj sintezi, budu¢i da se prvo prevodi u N-acetil serotonin
pre nego Sto se metilacijom pretvara u melatonin. Melatonin, ima Sirok spektar dejstava na
organizam. Uz to Sto poseduje antioksidativna svojstva, deluje hipotenzivno i hipotermicki, a
takode ima uticaj na reproduktivne funkcije. Medutim, njegova glavna uloga je u regulaciji
cirkadijalnog ritma i adaptaciji na sezonske promene u trajanju obdanice i no¢i (Erland i
Saxena, 2017). Melatonin je takode uklju¢en u regulaciju efikasnosti imunskog odgovora
(Mauriz i sar., 2013). U pogledu spavanja, melatonin priprema organizam za ovaj proces, a to
ukljuCuje smanjenje telesne temperature, usporavanje sr¢anog rada, poveanu pospanost i
sklonost ka spavanju, kao i razvoj subjektivnog osecaja potrebe za snom i konsolidaciju no¢nog
spavanja (Macchi i Bruce, 2004). Insomnija i drugi poremecaji spavanja povezani su sa
naruSenom homeostazom melatonina, Sto ukazuje na znacaj ovog neurohormona u odrZavanju
fizioloSkog kvaliteta i kvantiteta spavanja (Erland i Saxena, 2017).

Jedan od mehanizama delovanja melatonina je regulacija ekspresije ,clock” gena u ciljnim
tkivima koji poseduju receptore za ovaj hormon. Ova regulacija omogucava sinhronizaciju
metabolickih procesa unutar ciljnog tkiva, reguliSe produkciju hormona i sré¢ani rad (Charrier i
sar., 2017).

Svi organizmi podleZu periodi¢nim bioritmickim oscilacijama koje uslovljavaju odvijanje
metabolickih, bihejvioralnih i fizioloSkih procesa, a povezani su sa rotacijom Zemlje,
smenjivanjem dana i no¢i, promenom godis$njih doba i drugim ritmovima koji su kraci od
dnevno-no¢nih ciklusa (Buijs i sar., 2006). Ipak, dnevno-no¢ni ritam, koji traje 24 sata, je
osnovni sinhronizator svih bioloskih fluktuacija i od esencijalne je vaZnosti za vremensku
uskladenost svih procesa jednog organizma sa spoljaSnjom sredinom (odnosno spoljasSnjim
vremenskim odrednicama) ali i koordinaciju unutraSnjih procesa u vremenu (Buijs i sar.,,
2019).

Dakle, cirkadijalni ritam diktira izmenu aktivnosti i mirovanja, odnosno pobudenosti i
spavanja. Pojedine vrste razlicito su se prilagodile dnevno-no¢nim promenama, i dok neke
vecinu fizioloski aktivnih funkcija obavljaju noc¢u, a danju spavaju, ¢ovek je ,programiran“ za
aktivnost po danu, a no¢ je predodredena za spavanje (Hodoba i sar., 2002).
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Suprahijazmatsko jedro (SCN) kod ljudi obraduje informacije o ciklusu svetlo-tama i
kontroliSe cirkadijalni ritam organizma. SCN preko monosinaptickog retino-hipotalamickog
puta (RTH) prima elektromagnetske signale direktno iz ganglijskih Celija retine(¢ine 5%).
Ostecenja ovog regiona povezana su sa poremecajima ciklusa svetlo-tama i cirkadijalnog ritma,
poremecajem sinhronizacije sa spoljnom okolinom (Luppi i sar., 2017).

Cirkadijalni ritam odrZava unutra$nju homeostazu organizma omogucavajuci adaptaciju
organizma na promene u okolini. U¢estvuje u regulaciji mnogih bioloskih i bihejvioralnih
procesa. Centar za uspostavljanje cirkadijalnog ritma je suprahijazmati¢no jedro hipotalamusa
koje direktno ili indirektno komunicira sa ostalim delovima organizma Cime je omoguceno
uskladivanje i optimizacija funkcije svih organa kako bi se organizam Sto bolje prilagodio
promenama sredine. Dejstvo ovog sistema zavisi od endogenih i egzogenih faktora. U egzogene
faktore spadaju promene u okolini kao Sto su smena obdanice i no¢i i sezonske promene u
njihovom trajanju, smenjivanje stanja budnosti i spavanja, promene temperature. Endogena
komponenta cirkadijalnog ritma su geni koji nose informaciju za sintezu proteinskih
produkata, koji kontrolisu transkripciju drugih gena koji kodiraju razli¢ite metabolicke enzime,
kao i sintezu i aktivnost mnogih transkripcionih faktora (Charrier i sar., 2017). Molekularni
mehanizmi koji leZze u osnovi cirkadijalnog ritma su celijske autonomne transkripcijsko-
translacijske povratne sprege koje se sastoje od grupe jedarnih ,clock” gena: brain muscle aryl
nuclear translocase like 1 (Bmall), circadian locomotor output cycles kaput (Clock), Period
(Perl, Per2 i Per3) i kriptohrom (Cry1 i Cry2). Bmall i Clock se heterodimerizuju rano tokom
cirkadijalnog dana i aktiviraju transkripciju Per i Cry sa svojim promotorima. Tokom rane
cirkadijalne no¢i kompleksi koji sadrze Per i Cry potiskuju Bmall-Clock posredovanu
transkripciju. Tokom kasnije cirkadijalne no¢i Per-Cry kompleksi se degradiraju i ciklus ponovo
pocinje (Patke i sar., 2020).

[strazivanja su pokazala da mutacije gena koji u¢estvuju u regulaciji cirkadijalnih promena
u organizmu mogu da izazovu poremecaj homeostaze spavanja (Franken i sar., 2007). Smatra
se da su cirkadijalni geni ukljuCeni u kontrolu odvijanja ne-REM faze spavanja, kao i u
uspostavljanje odgovarajuceg odgovora organizma na deprivaciju spavanja (Franken i sar.,
2007). Sa druge strane, postoje podaci koji svedoce o uticaju koji deprivacija spavanja moZe
imati na cirkadijalne gene. Dosada$nja saznanja pokazuju da nedostatak spavanja moze dovesti
do epigenetskih promena DNK, koje podrazumevaju hipermetilaciju delova DNK koji
odgovaraju transkripcionim regionima gena Per1 i Cry1 gena, i smanjenu ekspresiju Bmall i

.....

energetska homeostaza organizma (Cedernaes, 2015).

Glavni izvor energije za nervno tkivo je glukoza koja biva koriS¢ena za sintezu energije
procesom glikolize ili se skladiSti u astrocitima u obliku glikogena koji se razgraduje procesom
glikogenolize uz oslobadanje energije. Energetske potrebe nervnog tkiva se menjaju u
zavisnosti od jaCine moZdane aktivnosti. U budnom stanju oslobadaju se neurotransmiteri
poput vazoaktivnog intestinalnog petida (VIP), noradrenalina, serotonina, histamina i
adenozina koji se vezuju za odgovarajuce receptore na astrocitima i iniciraju glikogenolizu
posredstvom signalnog molekula ciklicnog adenozin monofosfata (cAMP). Razgradnjom
glikogena obezbeduje se dovoljna koli¢ina energije koja je potrebna za moZdane aktivnosti
tokom budnosti. Tokom REM i NREM faze spavanja suprimirano je lucenje ovih
neurotransmitera, smanjene su energetske potrebe organizma i omogucena je obnova rezervi
glikogena procesom sinteze glikogena iz raspolozive koli¢ine glukoze.

U slucajevima kada su metabolicki putevi poremeceni javlja se nemoguénost ostvarivanja
adekvatnih cirkadijalnih promena u energetskom snabdevanju mozga. Smanjenje koliCine
raspoloZivog ATP-a, praceno porastom koncentracije AMP-a, svedoc¢i o niskom energetskom
statusu organizma koji moZe biti posledica, izmedu ostalog i nepravilnosti u odvijanju
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metabolickih procesa. AMP posreduje u sintezi adenozina koji dovodi do sistemskih promena
u cilju obnove energije. Deluje vazodilatatorno na krvne sudove perifernih tkiva, a na nivou
nervnog tkiva deluje tako Sto uvodi Celije u hiperpolarizaciju jer indukuje povecan izlazak
kalijuma iz celije i intracelularno naelektrisanje postaje joS negativnije. Posledi¢no,
nadrazljivost neurona opada, Sto se ispoljava kao osecaj umora i pospanosti tokom budnog
stanja, a pra¢eno je oteZanim izvodenjem kognitivnih radnji (Franken i sar., 2007). Za razliku
od pomenutih cirkadijalnih gena ekspersija Per gena se povecava paralelno sa produZetkom
trajanja budnosti i posledi¢nim pojac¢anjem potrebe za snom (Franken i sar., 2007).

1.1.3. Znacaj kvaliteta spavanja za zdravlje

Najces¢i simptom neadekvatnog spavanja je pojava pospanosti (Goel i sar., 2009), zajedno
sa produZenim vremenom reagovanja na spoljne stimuluse (Goel i sar., 2009) i skra¢enjem
anaerobnog kapaciteta metabolicke aktivnosti (Abedelmalek i sar., 2013).

Kao posledica poremecaja u spavanju joS se javljaju i pad u kognitivnim funkcijama kao Sto
su sposobnost vizuelnog pracenja, paZnje, odlucnosti, raspoloZenja (Underwood, 2010) i
emocionalnog reagovanja, narocito kod adolescenata (Cortese i sar., 2013). Ovde je neophodno
napomenuti i bidirekcionu povezanost izmedu spavanja i mentalnog zdravlja (Cain i Gradisar,
2010), sa primarnim fokusom na anksioznost i depresiju kao posledice hroni¢nih poremecaja
spavanja (Slika 1.3.). Ipak, pojedine studije opovrgavaju povezanost anksioznosti i depresije sa
poremecajem spavanja i zastupaju stanoviste da su ova oboljenja iskljucivo pridruZeni faktori,
a ne posledice neadekvatnog spavanja (Lovato i Gradisar, 2014).

Dosadasnja istraZivanja pokazuju da je proces spavanja primarno regulisan sa dva
mehanizma: homeostatskim procesom S, koji se primarno oslanja na stadijume spavanja i
budnosti i cirkardijalnim procesom C, baziranim na endogenom pejsmejkeru, koji je odgovoran
za regulaciju praga ulaska u faze spavanja (Achermann, 2004). Interakcija ova dva mehanizma
odreduje duZinu perioda spavanja i budnosti i odgovorna je za fluktuacije dubine spavanja
(Alholai sar., 2007).

Taub i Berger su pokazali da pojedini stadijumi u arhitekturi spavanja mogu predvideti nasSu
efikasnost u budnosti, a sposobnost da se period spavanja (ili nedostatak istog) prilagodi
svakodnevnim aktivnostima i ustali u odreden period dana, neizbezno utice na naSe
svakodnevno funkcionisanje. Tako i pomeranje ustaljenog perioda spavanja (napred ili nazad)
za samo tri sata ima negativan efekat na raspoloZenje i efikasnost narednog jutra (Taub i
Berger, 1976).

U danasnje vreme postoji mnogo razloga koji dovode do poremecaja spavanja, polaze¢i od
onih trivijalnijih do ozbiljnih oboljenja (Slika 1.3.). Studija Caina i Gradisara iz 2010. je pokazala
da upotreba elektronskih uredaja, narocito neposredno pre spavanja, moZe uzrokovati ozbiljne
poremecaje (Cain i Gradisar 2010). Kasnije je ova teorija i dokazana u brojnim drugim
studijama, te je objavljena citava lista uredaja koji mogu da uticu na kvalitet spavanja kao Sto
su televizori (Punamaki et all, 2007) i mobilni telefoni (Baum i sar., 2014).

Kada su u pitanju oboljenja koja mogu da utiCcu na kvalitet spavanja, najceSce su
respiratorne (Day i sar., 1999) ili kardiovaskularne etiologije (Barry i sar., 1991). Uprkos
Cinjenici da poremecaji spavanja znacajno uticu na veci deo svetske populacije, do razlic¢itog
stepena, evidentan je nedostatak naucnih podataka o ovom uticaju u mnogim oblastima.
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Slika 1.3. Prikaz posledica koje se javljaju usled hroni¢ne disrupcije spavanja sa
prikazom molekularnih mehanizama

Na slici su prikazani uticaji disrupcije spavanja na metabolicke sisteme, imunoloske i imunohistohemijske
promene kao i pojedine organske sisteme.

1.2. Poremecaji spavanja

Poremecaji spavanja su Cesti u opstoj populaciji i ukljuuju probleme u trajanju i kvalitetu
spavanja. Medutim, nedavno se pojavio potpuno novi entitet koji karakteriSe promene u
kontinuitetu spavanja i koji se definiSe kao disrupcija spavanja (Medic i sar., 2017).
Konvencionalna podela poremecaja spavanja podrazumeva skracenje trajanja spavanja, bilo da
se radi o potpunoj nesanici ili nedostatku pojedinih faza spavanja kod parcijalne i totalne
deprivacije spavanja. Kod poremecaja kontinuiteta, ukupno vreme provedeno u spavanju nije
znacajno skraceno, ali postoji poremecaj u odnosu normalnog trajanja faza spavanja ili
poremecaj arhitekture spavanja.

Prva klasifikacija ovih poremecaja objavljena je 1979. godine od strane Americke asocijacije
za poremecaje spavanja, a do danas ih je definisano preko 100. Klasifikacija poremecaja
spavanja se uopsteno vrsi koriS¢enjem kompleksnih metoda u odnosu na uzrok, simptome,
psiholoske i fizioloSke efekte i druge faktore. Medutim, ve¢ina poremecaja spavanja karakterise
se sa jednim ili vise od sledeca Cetiri znaka: teskoce pri uspavljivanju ili odrzavanju spavanja,
nesposobnost da ostanemo budni tokom dana, poremecaj cirkadijalnog ritma koji remeti
fizioloSki period za spavanje, i podloZnost neobi¢nim bihejvioralnim obrascima koji remete
spavanje. Ako je prisutan bilo koji od ovih znakova, moZe se postaviti dijagnoza poremecaja
spavanja.
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[ako ih ima mnogo, velinu poremecaja spavanja moZemo grupisati u 4 kategorije:
hipersomnija, insomnija, poremecaji cirkadijalnog ritma i parasomnije. Ove kategorije se Cesto
koriste za klasifikaciju poremecaja spavanja i koriste se za procenu i leCenje.

1.2.1. Hipersomnija

Hipersomnija je poremecaj spavanja koji moZze biti uzrokovan razlic¢itim faktorima. Najcesci
uzrok hipersomnije je nedovoljna koli¢ina spavanja i voljna deprivacija spavanja usled
socioekonomskih razloga (Morgenthaler i sar., 2007). Pored toga, hipersomnija moZe biti
posledica narkolepsije (Mignot, 2012). Drugi mogu¢i uzrok hipersomnije je opstruktivna
apneja u spavanju, koja se javlja kada se gornji disajni putevi privremeno blokiraju tokom
spavanja, Sto dovodi do prekida disanja i smanjenja koli¢ine kiseonika u krvi, Sto opet utiCe na
kvalitet spavanja i tokom dana dovodi do povecane pospanosti (Jordan i sar., 2014).

Osobe sa hipersomnijom cesto imaju teskoce u obavljanju svakodnevnih aktivnosti, a
pospanost i umor mogu negativno uticati na njihovu radnu sposobnost, drusStveni Zivot i
kvalitet Zivota. LeCenje hipersomnije moze ukljucivati promene u nacinu Zivota, lekove za
poboljSanje budnosti i druge terapijske modalitete, u zavisnosti od uzroka hipersomnije
(Morgenthaler i sar., 2007).

1.2.1.1. Deprivacija spavanja

Deprivacija spavanja predstavlja kvantitativni poremecaj spavanja (Slika 1.4.). Obi¢no
se javlja kao akutni poremecaj, ali moze postati i hroni¢no stanje. U zavisnosti od nac¢ina na koji
je ukupno vreme spavanja skraceno, moZe se podeliti na parcijalnu i totalnu deprivaciju (Alhola
2007). Postoje dva glavna razloga zbog kojih je proucavanje deprivacije Siroko zastupljeno: da
bi se ispitalo kako ljudi funkcionisu i koliko su efikasni u obavljanju svakodnevnih aktivnost sa
znacajno naruSenim spavanjem, i kako bi saznali viSe o samoj ulozi spavanja i efektu iste na
homeostazu organizma.

Opste je poznato da deprivacija spavanja ima brojne negativne efekte na ljude. Dovodi do
povecane pospanosti, smanjenja koordinacije i problema sa odrZavanjem adekvatne telesne
tezine. Ipak, kod pojedinih ljudi pokazano je da deprivacija moZe dovesti do povecanja
razdrazljivosti, te je usled ovog efekta koriS¢ena kao terapijska opcija za depresivne
poremecaje (Riemann i sar., 2001). U eksperimentalnim uslovima deprivacija se moze podeliti
na totalnu, kod koje su Zivotinje deprivirane od obe faze spavanja (NREM i REM) i parcijalnu,
kod koje postoji nedostatak samo jedne od faza (NREM ili REM). Efekti totalne deprivacije
spavanja su u velikoj meri sli¢cni onima kod akutne insomnije, dok se kada su u pitanju efekti
REM deprivacije spavanja misljenja razlikuju.

Kada je u pitanju parcijalna deprivacija spavanja, iako su efekti manje izraZeni nego kod
totalne deprivacije, ipak je uticaj na organizam znacajan. Nekoliko studija je pokazalo da
deprivacija REM faze spavanja moZe dovesti do emocionalne disfunkcije, problema sa
pamcenjem i u¢enjem, a takode moze uticati na neke fizioloske funkcije kao $to su promene u
hormonskoj ravnotezi, disfunkcija metabolizma glukoze, itd. (Walker i sar., 2002; Walker i
Stickgold, 2010). Sa druge strane, nedostatak NREM faze spavanja moze dovesti do smanjenja
motori¢kih sposobnosti, umora i pospanosti, kao i smanjenja sposobnosti za obradu
kompleksnih informacija (Horne i Shackell, 1989).
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Slika 1.4. Prikaz hipnograma kod deprivacije REM spavanja
Na slici je prikazan karakteristican hipnogram za paradoksalnu deprivaciju spavanja kao i poredenje sa
normalnim hipnogramom.

1.2.1.2. Narkolepsija

Narkolepsija predstavlja hroni¢ni poremecaj spavanja koji se karakteriSe napadima
iznenadnog nekontrolisanog spavanja tokom dana, narocito u periodima motoricke smirenosti.
Osim prekomerne pospanosti tokom dana (eng. excessive daytime sleepiness, EDS), javlja se i
tetrada simptoma poput katapleksije, paralize spavanja, hipnagognih i hipnopompnih
halucinacija, te fragmentacija spavanja (Billard i sar., 2006). Katapleksija je iznenadni parcijalni
ili potpuni gubitak miSi¢nog tonusa uzrokovan intenzivnim emocijama, nastaje usled inhibicije
motornih neurona u ki¢menoj moZdini, a karakteristican je samo za narkolepsiju tip 1.
Poremecaji spavanja u REM fazi spavanja su takode jedna od karakteristika poremecaja
narkolepsija tip 1. Kada, iz joS uvek nepoznatog razloga, dolazi do gubitka atonije misSic¢a koja je
normalno prisutna tokom REM faze, pacijent je u stanju da odglumi sopstvene snove Sto se
manifestuje verbalizacijom i agresivnom pokretima (najceS¢e ruku i nogu). Patofizioloska
pozadina nastajanja ovih poremecaja je joS uvek nedovoljno istrazena, ali je poznato da gubitak
neurona iz hipotalamusa koji sintetiSu hipokretin (oreksin) dovodi do nastanka narkolepsije
tip 1. Hipokretin posreduje u regulaciji unosa hrane, motivaciji, odgovoru na stres i deluje na
histaminski, noradrenergicki, acetilholinski i serotoninergicki sistem. Gubitak neurona je
najverovatnije posledica autoimunog poremecaja i dovodi do smanjenja koncentracije oreksina
u organizmu, $to za posledicu ima pojavu katapleksije (Khan i sar., 2015). Paraliza spavanja je
nemogucénost pokretanja tela neposredno pre uspavljivanja ili neposredno nakon budenja.
auditivne halucinacije koje mogu biti hipnagogne (pojavljuju se neposredno pre spavanja) ili
hipnopompne (pojavljuju se prilikom budenja). Osoba je uglavnom svesna da su u pitanju
senzorne obmane, uprkos Cinjenici da deluju hiperrealno.

Narkolepsija ima prevalenciju 20-50/100 000 stanovnika u Sjedinjenim Americkim
Drzavama, sa podjednakom incidencom kod musSkaraca i Zena, a karakteriSe je javljanje
uglavnom kod mladih ljudi starosti izmedi 20 i 40 godina (Hodoba i sar., 2017).
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1.2.1.3. Apneja u spavanju (fragmentacija spavanja)

Prevalenca apneje u spavanju u opstoj populaciji sveta iznosi izmedu 9 i 38% i veca je
kod muskaraca, dok je u starijoj populaciji 90% kod muskaraca i 78% kod Zena (Senaratna i
sar., 2017). Pacijenti sa opstruktivnom apnejom u spavanju imaju rekurentne zastoje u disanju
tokom spavanja usled stenoze gornjeg respiratornog trakta ili smanjenog tonusa misic¢a koji
odrzavaju prohodnost gornjih respiratornih puteva. Ovi pacijenti mogu imati kolaps
respiratornih puteva tokom spavanja, Sto moZe dovesti do potpunog (apneje) ili parcijalnog
zastoja disanja (hipopneje).

Povecan pritisak u gornjem respiratornom traktu uzrokuje refleksno povecanje miSi¢ne
aktivnosti, ali kada je to nedovoljno za adekvatnu oksigenaciju, promene koncentracije gasova
u krvi (sniZena vrednost Oz i poviSena vrednost CO2) Ce naterati pacijenta da izvede akt
inspirijuma kroz zatvoreni gornji respiratorni sistem, Sto cesto uzrokuje razbudivanje i,
naposletku, fragmentaciju spavanja (Peker i sar., 2015).
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Slika 1.5. Kardiovaskularni poremecaji koji se javljaju kod fragmentacije spavanja ili
opstruktivne apneje u spavanju (0OSA)
Na slici su prikazane posledice fragmentacije spavanja i njeno delovanje na organske sisteme.

Fragmentacija spavanja se smatra kvalitativnim poremecajem spavanja (Slika 1.6.), koji se
javlja kod pacijenata sa brojnim psihijatrijskim i respiratornim problemima, a narocito je Cesta
kod pacijenata koji boluju od opstruktivne apneje u spavanju (Frankenisar., 2001; Levine i sar.,
1987). Ova pojava se karakteriSe povetanom pospanoscéu tokom dana, nedostatkom paZnje i
smanjenim kognitivnim sposobnostima (Hoyt, 2005; Toth i Roehrs, 1996). lako ukupno vreme
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spavanja nije znacajno skraceno kod fragmentacije, vecina istraziva¢a smatra da su posledice
fragmentisanog spavanja uglavnhom povezane sa restruktuiranjem arhitekture spavanja i
frekventnim prekidima spavanja te posledi¢nim stresom koji ti prekidi uzrokuju (NHLBI, 2009;
Devinsky i sar., 1994).

Dostupna literatura ukazuje na povezanost fragmentacije spavanja sa raznim psiholoSkim i
somatskim poremecajima, ukljucujué¢i kardiovaskularne bolesti, metaboli¢ki sindrom,
depresiju, anksioznost i bol (Ohayon i Roth, 2003; Spiegelhalder i sar., 2010; Vgontzas i sar.,
2013)(Slika 1.5.). Studija koja je ukljucivala pacijente sa opstruktivnom apnejom u spavanju
(OSA) otkrila je da su pacijenti sa fragmentacijom spavanja imali pove¢anu pospanost tokom
dana, nedostatak paZnje i smanjenje kognitivnih sposobnosti (Banno i sar., 2018). Takode,
povezanost fragmentacije spavanja s poviSenim krvnim pritiskom, metaboli¢ckim sindromom i
povecanim rizikom od kardiovaskularnih bolesti ukazuje na vaZnost dijagnostifikovanja i
le¢enja ovog poremecaja spavanja (Bixler i sar., 2000; Glos i sar., 2019; Spiegelhalder i sar.,
2010).

Postoji nekoliko razli¢itih metoda za procenu fragmentacije spavanja, ukljuc¢ujuci indeks
budnosti tokom spavanja, indeks prekida spavanja i indeks uzastopnih intervala budenja (Iber
i sar., 2007). Sve ove metode koriste se za kvantifikovanje broja prekida u spavanju i razlicitih
oblika budenja tokom no¢i.

Uz to, dugotrajna fragmentacija spavanja moZe dovesti do hroni¢nog umora, loSijeg
kvaliteta Zivota i loSijeg zdravstvenog ishoda (Talbot i sar., 2014).
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Slika 1.6. Prikaz normalnog hipnograma kao i hipnograma kod osobe sa

fragmentacijom spavanja
Na slici je prikazan hipnogram kod fragmentisanog spavanja i poredenje sa normalnim hipnogramom.
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1.2.2. Insomnija

Insomnija predstavlja najceS¢i poremecaj spavanja, ali procene o njenoj ucestalosti uveliko
zavise od koris¢enih kriterijuma, kao i od ciljne populacije. [pak, smatra se da oko 30% odraslih
u opStoj populaciji sveta ima najmanje jedan od simptoma insomnije (Roth, 2007). Prevalenca
ovog poremecaja linearno raste sa uzrasnom dobi. Insomnija predstavlja primarni poremecaj
spavanja i ne moze da se pripiSe drugim medicinskim i psihijatrijskim uzrocima, iako moze biti
uzrokovana brojnim medicinskim stanjima kao $to su hronic¢ni bol, srcana insuficijencija,
hipertireoidizam i zloupotreba lekova (Wilson, 2008). Frekventni uzrok insomnije je sindrom
nemirnih nogu (eng. restless leg syndrome, RLS) ili Wills-Ekbom-ova bolest. To je hronic¢ni i
progresivni senzomotorni poremecaj koji u vecini slucajeva dovodi do teZih smetnji prilikom
spavanja. Simptomi RLS-a podrazumevaju neugodan osecaj u nogama, rukama, pa i celom telu
koji je opisan kao osec¢aj bockanja, Zarenja, gmizanja, nesnosne vrucine ili boli, te se javlja uvece
kada oboleli miruje. Najcesc¢i simptomi ukljucuju teSkoce sa zapocinjanjem spavanja, probleme
sa pronalaskom adekvatnog poloZaja za spavanje, budenje tokom no¢i i nemogu¢nost osobe da
ponovo zaspi i drugi. Na osnovu dosadasnjih istrazivanja, kao mogu¢i razlozi ucestalih
depresivnih poremecaja kod osoba sa sindromom nemirnih nogu navode se fragmentacija
spavanja koja vodi opadanju kvaliteta Zivota, oslobadanje proinflamatornih citokina, pove¢ana
simpaticka aktivnost, deficijencija dopamina i oksidativni stres (Gupta i sar., 2013). Povecanje
koncentracije acetilholin-esteraze i pad koncentracije lipidne hidroperoksidaze ukazuju na
nastojanje organizma da odrZi dopaminergicku aktivnost u centralnom nervnom sistemu.
Povecana simpaticka aktivnost pomaze u otklanjanju neZeljenih simptoma ovog poremecaja
spavanja, ali istovremeno dovodi do porasta vrednosti ukupnog oksidativnog statusa
(Cikrikcioglu i sar., 2011).

Postoje razliCiti terapijski pristupi ovom poremecaju, ali najefektivnijim se smatra
uspostavljanje higijene spavanja, kao deo kognitivnog bihejvioralnog tretmana (Morin i sar.,
2006).

Osobe koje pate od insomnije imaju uocljiv porast ucestalosti visoko-frekventnih talasa u
EEG zapisu, abnormalnu hormonalnu sekreciju, povisSenu metabolicku aktivnost na nivou
mozga i celog organizma, ubrzan srcani rad i poja¢anu simpaticku aktivnost tokom spavanja
(Bonnetisar., 2010). Smatra se da osnovu ovog poremecaja €ini pove¢ana somatska, kognitivna
i kortikalna aktivnost. Prisutne su promene metabolizma, funkcije i grade struktura koje ulaze
u sastav centralnog nervnog sistema: ascendentnog retikulo-aktivacijskog puta koga cine
moZdano stablo, talamus i hipotalamus, amigdale, hipokampusa, insule, parijetalnog i
frontalnog korteksa, i nucleus caudatus-a, Sto dovodi do njihove povecane ili smanjene
funkcionalne povezanosti (Yan i sar., 2018). Povezano sa poveanom aktivnos$¢u prednje
insule, javljaju se visoko frekventni gama talasi tokom spavanja kod osoba sa insomnijom. Alfa
talasi tokom prvog stadijuma su redukovani, ali uz nemoguénost njihovog potpunog
iSCezavanja tokom kasnijih stadijuma spavanja ili nastanka alfa bloka tokom budnosti (Chen i
sar., 2014).

Simptomima insomnije pridruzuje se i karakteristican kognitivni model prisutan kod
mnogih bolesnika sa insomnijom, a koji se zasniva na produZenoj negativnoj kognitivnoj
aktivnosti vezanoj za njihovo spavanje (Levenson i sar., 2015). Pacijenti bivaju previse
zabrinuti vezano za sopstveno spavanje i posledice po sveukupno zdravlje, koje, nastale
nepravilnosti tokom spavanja mogu ostaviti, provode dosta vremena analizirajuci razloge loSeg
spavanja, oseCaju se bespomoc¢no i zabrinuto, imaju negativna ocekivanja i strepe od
nastupanja sledeceg perioda spavanja (Harvey 2002). Ovakav nacin razmiSljanja otezava
tretman poremecaja spavanja, a moZze da deluje i stresogeno i dovede do nastanka dodatnog
gubitka spavanja (Harvey 2002). Ovakav negativni kognitivni model ucestaliji je kod bolesnika
kod kojih su simptomima insomnije pridruzeni depresivni poremecaji (Levenson i sar., 2015).
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Pokazano je da uspostavljanje adekvatne higijene spavanja pomaze da se znacajno ublaze
ili ¢ak potpuno eliminiSu simptomi insomnije, ali uprkos efektivnosti ove metode pojedini
specificni poremecaji spavanja, narocCito ukoliko su udruZeni sa nekim drugim medicinskim
stanjem Cesto zahtevaju dodatne terapeutske pristupe (Caruso, 2012).

1.2.3. Poremecaji cirkadijalnog ritma

Ovi poremecaji se dele na primarne i sekundarne. Grupa primarnih obuhvata perzistentne
probleme uskladivanja cirkadijalnog ritma spavanja sa cirkadijalnim ritmom vecine drugih
osoba a karakteristi¢an primer je sindrom odgodene faze spavanja, odnosno sindrom pomaka
faze spavanja unapred. Sekundarni se uglavnom odnose na poteSkoce u prilagodavanju na nove
sredinske uslove poput poremecaja kod smenskog rada ili prilikom putovanja kroz vremenske
zone (eng. jet lag). Pacijenti sa sindromom odgodene faze spavanja ¢e se osecati budno i sveze
kasno uvece. NJihov kvantitet i kvalitet spavanja je nepromjenjen, medutim spavanje je
potpuno neuskladeno sa ritmom svetlo/tama, te je rano budenje, usled socijalnih okolnosti,
povezano sa umorom, pospanoscu i osecajem oSamucenosti. Za ovu grupu ljudi cesto se koristi
termin “no¢ne sove”, obzirom da oni sa odmicanjem dana postaju odmorniji. Kada je u pitanju
sindrom pomaka faze spavanja on je redi nego prethodni. Pacijent se obi¢no Zali da zaspi u 9
sati uvecCe i da se budi izmedu 4 i 6 sati ujutro. Radnici, ¢ija organizacija posla zahteva smenski
rad, se Zale na teSkoce zapocinjanja i odrzavanja spavanja, kao i slabiji kvalitet spavanja. Oni
obi¢no pate od hroni¢nog umora, pospanosti ili mogu zadremati prilikom rada. Uocen je veci
broj akcidenata na poslu i greSaka usled poremecene paZnje, a povecana je i incidenca hroni¢ne
depresije, emocionalne disregulacije, problema u porodici i prekomernih uZivanja u
psihoaktivnim supstancama u odnosu na ukupnu populaciju (Reite i sar., 1997).

Jet lag poremecaj je privremeno stanje koje se javlja nakon putovanja kroz razlicite
vremenske zone. Simptomi poput insomije (ili pospanosti tokom dana) se javljaju zbog
asinhronizacije endogenog cirkadijalnog sata sa eksternom sredinom. Pored insomnije ostali
simptomi ukljucuju generalnu slabost i gastrointestinalne poremecaje.

1.2.4. Parasomnije

Parasomnije predstavljaju kompleksne poremecaje spavanja, sa razli¢itim manifestacijama,
koji se javljaju tokom spavanja ili u prelazima izmedu stanja spavanja i budnosti. Ovi poremecaji
obicno proizilaze iz disfunkcije u regulaciji ciklusa spavanje/budnost. Narkolepsija, zajedno sa
drugim parasomnijama, podrzava teoriju da spavanje i budnost nisu strogo odvojeni procesi, a
da spavanje ne obuhvata sve aspekte mozga (Mahowald i sar., 2005).

Obuhvataju jako Sirok spekter poremecaja a mogu se manifestovati raznovrsnim
nesvrsishodnim pokretima, poremecajima ponasanja, neadekvatnim emocionalnim reakcijama
i perceptivnim fenomenima. Osnovna Kklasifikacija parasomnija temelji se na fazi spavanja u
kojoj se manifestuju, pa se dele na NREM i REM parasomnije. Termin "NREM parasomnija”
oznacava poremecaj budenja koji proizilazi iz nepotpunog budenja iz NREM faze spavanja,
obi¢no u prvom delu no¢i. Ovo kao posledicu mozZe imati agitirano ponaSanje praceno
emocionalnim reakcijama poput straha ili besa. Tokom ovih epizoda, uocena je i
elektroencefalografska aktivnost karakteristicna za budnost u razli¢itim delovima korteksa, Sto
ukazuje na poremecaj ravnoteZe izmedu aktivacije i inhibicije.

Somnambulizam predstavlja disocijativni poremecaj svesti koji se obicno javlja tokom
dubokog spavanja, posebno kod dece i adolescenata. Osobe koje mesecare obi¢no imaju
otvorene oci, ponavljajuce i nesvrsishodne pokrete, ali ¢esto zadrzavaju svest o okolini i
sposobnost razmisljanja. Probuditi osobu koja mesecari moZze biti tesko, a kad se to postigne,
osoba moZe biti zbunjena i ¢esto agresivna. Prevalencija somnambulizma varira u zavisnosti od
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uzrasta, sa najviSom kod dece od 12 godina (16,7%) i ukupnom od oko 2% kod odraslih osoba
(Hodoba i sar., 2002).

Nocni strahovi nastupaju neoCekivano tokom spavanja i karakteriSu se epizodama
uznemirenosti, agitacije i izraZene motoricke aktivnosti. Osobe koje dozive noc¢ne strahove
teSko se bude i obi¢no nemaju percepciju o dogadajima ili im je pamcenje fragmentirano. Ove
epizode Cesto prate autonomna hiperaktivacija, ubrzan srcani ritam, crvenilo i pojacano
znojenje. Nocni strahovi se CeS¢i kod dece, dok se kod odraslih povezuju sa mentalnim
poremecajima ili alkoholizmom. [ako Cesto benigni, ponaSanje tokom no¢nih strahova moZe biti
agresivno i potencijalno opasno za pojedinca ili partnere koji su u blizini.

Poremecaj ponasanja tokom REM spavanja (eng. REM behavior disorder, RBD) karakteriSe
odsustvo miSi¢ne atonije koja je inaCe prisutna u REM fazi, sto omogucuje motoricke
manifestacije sadrZaja snova. Ove epizode mogu ukljucivati razli¢ite motoricke aktivnosti,
ukljucujuci govor, trzanje udova, vriStanje, udaranje i pokuSaje hvatanja predmeta ili osoba.
Prevalencija RBD-a u opSoj populaciji procenjuje se na 1-2% (Kang i sar., 2013). Ovaj poremecaj
moZe se javiti u akutnom obliku kao nuspojava odredenih lekova, poput selektivnih inhibitora
ponovnog preuzimanja serotonina (SSRI), ili u hroni¢nom obliku, ¢esto kao manifestacija
neurodegenerativnih oboljenja poput Parkinsonove bolesti ili demencije. U nekim slucajevima,
RBD se moZe pojaviti i deset godina pre drugih simptoma ovih bolesti (Mahowald i sar., 2005).

1.3. Razlika izmedu deprivacije i fragmentacije spavanja

Individualni period spavanja tokom 24 sata varira od osobe do osobe, ali prose¢no vreme
spavanja iznosi izmedu 7 i 8,5 sati dnevno (Kripke i sar., 2002; Kronholm i sar., 2006;
Shneerson, 2000). Da bi se postigao pozitivan uticaj spavanja, potrebno je da ono ne bude
prekinuto u odredenom minimalnom periodu. U suprotnom, restorativna funkcija spavanja
moZe biti naruSena ili izgubljena (Bonnet, 1986; Franken i sar., 2001). Postavlja se pitanje koliki
je minimalni period vremena u kojem spavanje ne bi smelo da bude prekinuto?

Mnogi istrazivaci su se bavili ovim pitanjem, uglavnom kvantifikujuéi dnevnu pospanost
koja se javlja nakon poremecaja spavanja. Rezultati dobijeni na ovaj nacin pokazuju da se
ozbiljne posledice fragmentacije spavanja javljaju kada je interval prekida spavanja jedan put
u minuti, $to je gotovo identi¢no efektima totalne deprivacije spavanja. Osim toga, frekvencija
od jednog prekida u minuti predstavlja granicu izmedu deprivacije i fragmentacije spavanja, a
svaka veca frekventnost prekida od ove uvodi organizam u totalnu deprivaciju spavanja
(Bonnet, 1986; Levine i sar., 1987).

Ukoliko je frekvenca prekida 1/10 minuta ili manja, restorativna uloga spavanja ostaje
ocuvana (Levine i sar., 1987; Downey i Bonnet, 1987). Dakle, zakljucak je da se fragmentacija
spavanja kao entitet odnosi isklju¢ivo na interval prekida od 1/1 minuta do 1/10 minuta, a
svaka veca ili manja ucestalost prekida ne moZe se smatrati ovim poremecajem.

Deprivacija spavanja se odnosi na nedostatak spavanja u celini, dok fragmentacija spavanja
predstavlja ucestale prekide spavanja koji narusavaju kontinuitet spavanja (Bonnet, 1986).
[straZivanja su pokazala da je fragmentacija spavanja povezana sa smanjenim kvalitetom
spavanja, a time i sa pove¢anom dnevnom pospanos¢u i umorom (Levine i sar., 1987; Bonnet,
1986). U poredenju sa deprivacijom spavanja, fragmentacija spavanja moZe imati manje
dramati¢ne posledice na ukupno zdravlje i performanse, ali ipak utice na mnoge aspekte Zivota
(Bonnet, 1986).

Uz to, postoji i veza izmedu fragmentacije spavanja i razli¢itih zdravstvenih problema. Neki
istrazivaci su pokazali da je fragmentacija spavanja povezana sa povecanim rizikom od
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razli¢itih zdravstvenih problema, ukljucuju¢i kardiovaskularne bolesti, metabolicki sindrom,
depresiju i anksioznost (Spiegelhalder i sar., 2010; Redline i sar., 2010; Lallukka i sar., 2013).

S druge strane, deprivacija spavanja moZe biti posledica razlicitih faktora, ukljucujudi stres,
anksioznost, depresiju, fizicku bolest ili obaveze koje oduzimaju vreme za spavanje (Franken i
sar., 2001). Ovaj nedostatak spavanja moZe dovesti do niza posledica, uklju¢ujuéi smanjenje
kognitivnih funkcija, paznje i performansi, povecanje rizika od saobrac¢ajnih nesreca i drugih
nezgoda, a takode moZe imati negativan uticaj na mentalno zdravlje (Gupta et al., 2013; Pilcher
i Huffcutt, 1996).

1.4. Ekonomski i sociomedicinski aspekti poremecenog spavanja

[strazivanja na ekperimentalnim Zivotinjama su pokazala da je smrt neizbeZna posledica
dugotrajne deprivacije spavanja (Shneerson, 2000). Kada su u pitanju ljudi, epidemioloSke
studije su uspostavile vezu izmedu znacajnog skraéenja ili produZavanja vremena spavanja i
mortaliteta. Kratkotrajno spavanje (manje od 5 sati) i dugotrajno spavanje (preko 9 sati)
povezani su sa povecanim rizikom za smrtni ishod (Kripke i sar., 2002). Poremecaji spavanja
svakako imaju i jasan negativan uticaj na zdravlje. Na primer, insomija je povezana sa
povecanim rizikom za razvoj depresivnih poremecaja (Kronholm i sar., 2006), dok je sindrom
opstruktivne apneje u spavanju ¢esto udruzen sa kardiovaskularnim bolestima i hipertenzijom
(Polonis i sar., 2017).

Centar za kontrolu bolesti i prevenciju (Center for Disease Control and Prevention-CDC) je
proglasio neadekvatno spavanja javno-zdravstvenim problemom. Naime, viSe od tredine
odraslih osoba u Americi ne spavaju dovoljno na dnevnom nivou (Liu i sar., 2014). Ipak to nije
eksluzivno rezervisano za SAD, ve¢ je primeceno i u drugim razvijenim drZavama poput Velike
Britanije, Japana, Nemacke i Kanade. Nedovoljno trajanje spavanja ili poremecéeno spavanje je
povezano sa sedam od petnaest vodecih uzroka smrti ukljucujuci kardiovaskularna oboljenja,
maligne neoplazme, cerebrovaskularne bolesti, nesrece, dijabetes, septikemiju i hipertenziju
(Kochanek i sar., 2014). Poremeceno spavanje je povezano i sa znacajnim smanjenjem
produktivnosti na radnom mestu $to dovodi do saobracajnih nesreca, industrijskih havarija i
medicinskih greSaka (Nuckols i sar., 2009; Pack i sar., 1995). Pokazano je da je nedostatak
spavanja igrao ulogu u brojnim katastrofama uklju¢ujuéi nuklearnu ekploziju u Cernobilju,
Nuklearni incident Three Mile Island, Curenje Exxin Valdez i tragediju svemirskog Satla
Challenger (Dinges i sar., 1986; Moss i Sills, 1981; Walsh i sar., 2011). Svaki od ovih incidenata,
ne samo da je koStao milione dolara vec¢ je i imao znacajan uticaj na Zivotnu sredinu i zdravlje
lokalnih zajednica. Neurobihejvioralni uticaj je daleko ve¢i od samog poremecaja kognicije
(paZnja i smanjeno reakciono vreme) i ukljucuje greske u rasudivanju i donoSenju odluka.
Efekti poremecenog spavanja na rad ukljuCuju i nevoljnu pojavu ,mikrosleep” segmenata.
Paznja prilikom izvodenja intezivnog rada je izrazito nestabilna sa povecanjem rizika od
propusta i previda, a reakciono vreme se znacajno produZava. Smanjuje se i sposobnost
izvodenja viSe zadataka u isto vreme, produZeno je vreme ucenja, kompenzatorni efekti za
bihejvioralnu prihvatljivost su poveéani. Cak i ako se ispunjavaju zadaci, uc¢inkovitost je
znacajno smanjena, a vreme potrebno za izvodenje zadatka produzeno.

Nacionalna Fondacija za spavanje je objavila da je samo-prijavljena pospanost tokom voZnje
porasla od 51% 2001. godine na 60% 2005. (NSF, 2011). Nesrece usled uspavljivanja tokom
voZnje se uglavnom javljaju u dva perioda dana koji koincidiraju sa cirkardijalnim varijacijama
u pospanosti, u ranu zoru (2:00 do 08:00h) (Pack i sar., 1995; Connor i sar., 2002) i tokom
poslepodneva (Horne i Rayner 1995; Carskadon, 2004). Najces¢i razlozi za nesrece usled
spavanja su rad na viSe poslova, no¢ne smene i trajanje spavanja manje od 5 sati (Stutts i sar.,
2003). Apneja u spavanju je zasluzna za znacajan procenat automobilskih nesreca, narocito kod
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vozaca ispod 25 godina starosti (Sassani i sar., 2004). Osobe sa apnejom u spavanju imaju
dvostruko vec¢i rizik da imaju saobracajnu nesrec¢u u odnosu na zdrave pojedince. Naime, veci
apneja/hipopneja indeks podrazumeva vedi rizik (Young i sar., 1997).

Kada je u pitanju kvalitet Zivota, u viSe studija je pokazano da spavanje ima znacajnu ulogu.
Leger i sar. su pokazali da osobe sa insomnijom imaju znacajno smanjenje vrednosti svih osam
segmenata SF-36 upitnika (Legerisar., 2001). SniZenje kvaliteta Zivota je bilo sli¢cno onome kod
kongestivnog oStecenja srca i depresije ( Katy i McHorney, 2002). Kada su u pitanju pacijenti
sa OSA, i oni su imali znacajno smanjenje kvaliteta Zivota koje je kod njih udruZeno sa
smanjenjem vitalnosti (Baldwin i sar., 2001). Dok su oni koji su imali dobar odgovor na CPAP
terapiju pokazali poboljSanje u svih osam segmenata SF-36 dva meseca nakon zapocinjanja
terapije (Redline i sar.,, 1998). Ono Sto je takode primeceno jeste da CPAP samo delimicno
popravlja kvalitet Zivota u smislu smanjenja dnevne pospanosti, i veCe efikasnosti spavanja
(Parish i Lyng, 2003).

Pacijenti sa poremecajima spavanja imaju izmedu 10 i 20% vece koriS¢enje zdravstvene
zaStite u odnosu na zdrave osobe (Kapur i sar., 2003). Ovo je narocito izraZeno kod pacijenata
sa insomnijom koja predstavlja dugotrajan teret za zdravstveni sistem, nakon postavljanja
inicijalne dijagnoze (Katz i McHorney, 1998). Kada je u pitanju OSA, medicinski troskovi jednog
pacijenata sa OSA su duplo vec¢i u odnosu na zdrave osobe (2720$ vs 1384$) (Kapur i sar.,
1999). Nasuprot ovome, jos veci problem predstavlja ¢injenica da 80-90% pacijenata sa OSA
nemaju postavljenu dijagnozu i adekvatn tretman (Young i sar., 1997). Kanadska analiza na
pacijenima sa teSkom opstruktivnom apnejom u spavanju pokazala je da je broj dana
hospitalizacije, godinu dana pre postavljanja dijagnoze, vise od dvostruko veci kod pacijanata
sa OSA u poredenju sa kontrolama (251 vs. 90), Sto povecava cenu usluga sa 49000$ na 99000%
po pacijentu (Kryger i sar., 1996).

Smatra se da bi, ukoliko bi Zeleli da leCimo sve osobe u SAD sa apnejom u spavanju, bilo
potrebno preko 3 milijarde dolara (Sassani i sar., 2004), dok su indirektni troSkovi usled svih
nuspojava naruSenog spavanja znacajno veci i procenjuju se na preko 200 milijardi dolara
godisnje (Leger, 1994).

1.5. Spavanje i epilepsija: bidirekcioni odnos

Epilepsije su grupa neuroloskih poremecaja koji se javljaju zbog iznenadne i prekomerne
aktivnosti neurona, kao rezultat prevage ekscitabilnih nad inhibitornim fenomenima u
centralnom nervnom sistemu (CNS), sa karakteristi¢cnim manifestacijama u vidu epilepti¢nih
napada i pojavom specificne iktalne aktivnosti na elektroencefalogramu (EEG) (Fisher i sar,,
2014). Ujedno, epilepsija je jedan od najces¢ih neuroloskih poremecaja danas (Fisher i sar.,
2014; Thurman i sar., 2011). Odnos izmedu jedne od osnovnih funkcija CNS-a (spavanja) i
jedne od osnovnih disfunkcija (epilepsije) je i danas predmet istraZivanja (Stanojlovic i sar.,
2007).

Nedostatak spavanja moZe da izmeni pojavu i tok epilepticnih napada i da menja njihovu
ucestalost (Strine i Chapman, 2005). Svako prekidanje i skra¢ivanje spavanja umanjuje njegove
pozitivne efekte (Akerstedt i sar., 2003). Cak 8-10% danasnje populacije pati od hroni¢ne
insomnije, dok joS 20-30% pokazuje simptome karakteristicne za insomniju (Bonnet i sar.,
2003). U studiji o bihejvioralnom morbiditetu kod opstruktivne apneje u spavanju (Day i sar.,
1999), pokazano je da deprivacija spavanja, kao i fragmentacija, mogu biti faktor rizika za
pojavu brojnih oboljenja, u prvom redu gojaznosti, kardiovaskularnih i mentalnih bolesti,
ukljucujuci psihoze, bipolarne poremecaje i epilepsije. Sa druge strane, razliciti poremecaji
spavanja se javljaju i kao posledica brojnih neuroloskih, psihijatrijskih, kao i respiratornih
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oboljenja (Day i sar., 1999; Roth i Roehrs, 1996). Etioloski, prevaga ekscitatornih nad
inhibitornim fenomenima u CNS-u je multikauzalna, ali svakako je neophodno spomenuti ulogu
»clock” gena koji ne samo da reguliSu cirkadijalni ritam, ve¢ takode doprinose sklonsti ka
epilepsiji (Matos i sar., 2018). Clock geni mogu ritmicki poremetiti ekscitatornu i inhibitornu
ravnotezu, Sto dovodi do pojave periodi¢nih konvulzija (Leite Goes Gatai i sar. 2019). U
animalnom modelu mezijalne epilepsije temporalnog reZnja nakon status epilepticusa,
utvrdena je disregulacija ekspresije clock gena tokom epileptogeneze: ekspresija Perl i Cryl
povecava se u ranom periodu nakon statusa epilepticusa i smanjuje se na bazalni nivo tokom
konvulzija, dok se ekspresija Bmall, Clock i Cry2 postepeno smanjuje tokom epileptogeneze
(Matos i sar., 2018). Ipak, tacna uloga ovih gena u samom procesu epileptogeneze joS uvek je
nepoznanica. Takode, na animalnom modelu generalizovanih konvulzija izazvanih elektricnom
stimulacijom prag neurona za nadraZaje je znacajno niZi kod Bmall knock-out miSeva u
poredenju sa wild-type zZivotinjama (Gerstener i sar., 2014). Zanimljivo je da je ekspresija
»clock” gena u u uzorcima korteksa kod slucajeva fokalne kortikalne displazije i kompleksa
tuberozne skleroze, smanjena u epileptogenom tkivu u poredenju sa kontrolnim tkivom. Osim
toga, Emx-Cre, Clockfox/flox miSevi sa uslovnom delecijom Clock-a u ekscitatornim neuronima
¢eS¢e imaju konvulzije povezane sa spavanjem (Li i sar., 2017). Ovi rezultati sugeriSu da
poremecaj funkcije ili ekspresije ,clock” gena ima znacajnu ulogu u stvaranju fokalne epilepsije.
U zavisnosti od faze spavanja epileptiformna praZnjenja mogu biti aktivirana ili inhibirana.
Obicno se epileptiformne promene propagiraju tokom NREM faza spavanja, budu¢i da je ovo
viSe sinhronizovano stanje sa arhitekturom koju karakteriSu vretena spavanja i delta talasi
visokih amplituda na hipnogramu. Nasuprot tome, tokom REM faze postoje asihroni obrasci
neuronskog praznjenja, Sto propagaciju konvulzivnih praznjenja ¢ini manje verovatnom. Vec¢ je
pokazano da su generalizovana epileptiformna praznjenja ¢eS¢a tokom NREM faza (Malow i
sar., 1998), sa tendencijom inteziviranja sa produbljavanjem NREM faza. Takode, primeceno je
da NREM spavanje aktivira epileptiformne abnormalnosti kod pacijenata sa fokalnom
epilepsijom sa viSe skokova vidljivih tokom dubljih NREM faza, dok je za REM spavanje
karakteristicno ograni¢avanje ovih abnormalnosti (Rossi i sar., 1984). Kao rezultat REM
spavanje moZe imati korisnu lokaliziraju¢u ulogu primarnih epileptogenih Zarista kod
epilepsija temporalnog reznja.

Pored toga, poremecaji spavanja se javljaju i kao posledica brojnih neuroloskih,
psihijatrijskih i respiratornih oboljenja. Apneja u spavanju, koja je poremecaj sa abnormalnim
prekidima disanja, pojavljuje se u ciklusima od 30 ili viSe puta u jednom satu kod teskih i veoma
teSkih formi adultne apneje u spavanju (American Academy of Sleep Medicine Task Force,
1999; International Clasification of Sleep Disorders 3rd edition, 2014).

Apneja u spavanju moZe biti povezana sa epilepsijom, posebno kod farmako-rezistentnih
pacijenata. Malow i saradnici su utvrdili da jedna trecina pacijenata sa farmako-rezistentnom
epilepsijom ima simptome apneje u spavanju (2000). Postoje dokazi o multikauzalnoj
patogenetskoj povezanosti apneje u spavanju i konvulzivnih napada (Devinsky i sar., 1994).
LeCenje apneje u spavanju moze doprineti boljoj kontroli epilepticnih napada ako se ova dva
oboljenja javljaju udruZeno (Malow i sar., 2000; Chihorek i sar., 2007).

Poremecaj strukture spavanja, posebno REM faze, izazvan ucestalim prekidima
(fragmentacija spavanja) i hipoksemijom, moze biti jedan od znacajnih faktora za pojavu
hiperekscitabilnosti CNS-a kod pacijenata sa apnom u spavanju (Seyal i sar., 2010; Foldvary-
Schaefer i sar., 2012). Medutim, sama fragmentacija spavanja, narocito odnos fragmentacije
koja prati apneju u spavanju i epilepsije, joS uvek su nedovoljno istrazeni (Chihoreki sar., 2007;
Foldvary-Schaefer i sar., 2012), a posebno u malobrojnim eksperimentalnim modelima.

Kod mnogih osoba obolelih od epilepsije, celono¢ni gubitak spavanja, ucestalo kasno
zapocinjanje spavanja ili opsSti nedostatak spavanja, mogu biti predisponirajuci faktori za
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pojavu napada. To opravdava i razlog zasto se Cesto zahteva EEG snimanje nakon delimicno ili
potpuno neprespavane noci. Jo$S su Gibs i Gibs (1947) pokazali da deprivacija spavanja
povetava stepen otkrivanja IED (eng. inter-ictal epileptiform discharges) na
elektroencefalogramu.

Medutim, debata se nastavlja o tome da li deprivacija spavanja povecéava IED nezavisno od
Cinjenice da snimamo mozdanu aktivnost tokom spavanja. U novije vreme deprivacija
spavanja je postala jedna od ustaljenih metoda facilitiranja epilepti¢nih napada tokom snimanja
EEG-a (Katagal i Yardi, 2008). Studije koje su uporedivale EEG snimljen kod grupe Zivotinja sa
depriviranim spavanjem, i EEG kod spavanja indukovanog lekovima, dovele su do
kontradiktornih otkri¢a (Touchon i sar., 1991).

Klini¢ka studija, izvedena na 400 pacijenata sa epilepsijom je ukazala da pored deprivacije
spavanja, stres i umor takode imaju znacajan efekat u facilitaciji napada, pa stoga da jedan
epilepticki napad per se nastaje akumulacijom svih ovih efekata (Frucht i sar., 2000). Potvrdu
ove teorije, da deprivacija spavanja sama po sebi nema znacajan efekat na pojavu konvulzija,
dala je studija koja je pokazala da deprivacija spavanja nije promenila ucestalost fokalnih
napada, kod osoba istog uzrasta i pola sa istim , epileptogenic focal site”. Ovi podaci ukazuju da
sama deprivacija spavanja ne bi facilitirala pojavu epilepti¢nih napada, bez ostalih udruZenih
faktora, a posebno stresa kome su pacijenti svakodnevno izloZeni (Malow i sar., 2002).

1.6. Spavanje, kognitivne funkcije i mentalno zdravlje

Poremecaji kvantiteta i kvaliteta spavanja uticu na budnost, hormonsku regulaciju,
pamcenje, i dovode do promena u emocionalnoj regulaciji koja obuhvata modulacije u
ekspresiji emocija, primanju i opservaciji emocionalnih informacija. U viSe razli¢itih studija je
pokazano da je deprivacija spavanja i kod ljudi i kod Zivotinja povezana sa smanjenjem paznje,
usporavanjem vremena reakcije na stimuluse kao i da znacajno uti¢e na sposobnost
rasudivanja i donoSenja odluka (Belenky i sar., 2003; Harrison i Horne, 2000; Van Dogen i sar.,
2003). Takode, deprivacija spavanja ima negativan uticaj na konsolidaciju memorije i
pamcenje.

Usled svega reCenog, najvaznije odlike spavanja su:
e ocuvanje paznje i pravovremenog reagovanju na spoljasSnje draZi
optimizacija neuronskih mreza,
konsolidacija naucenog,
integracija iskustveno ste¢enog znanja

Vizuelni i drugi oblici u€enja su, sa gubitkom spavanja, znacajno naruseni (Stickgold i sar.,
2000). Takode, znacajno je spomenuti da je REM spavanje povezano sa:
e aktivacijom limbickih struktura, Sto sugeriSe na ulogu u procesuiranju emocija
(Nofzinger i sar., 1997).
e akumulacijom znanja steCenog deklarativno ili iskustveno
e direktnim doprinosom samom ucinku u kognitivnom i afektivnom domenu.

Imajuc¢i ovo u vidu, moZemo zakljuciti da je spavanje od fundamentalne vaZnosti za
fizioloSku homeostazu mentalne aktivnost kod ljudi (Ilankovic i Ilankovic, 1999). PET studija
(glukoza) sprovedena na ljudima sa depriviranim spavanjem je pokazala da je nakon 24 sata
kontinuirane budnosti metabolicka aktivnost mozga znacajno smanjena (do 6% celog mozga, i
do 11% pojedinih kortikalnih regija i bazalnih ganglija). Smanjeno trajanje spavanja je
disproporcionalno uticalo na viSe kognitivne funkcije, Sto se manifestovalo u postepenom
smanjenju brzine, preciznosti i tacnosti odgovora na podraZaje. Spavanje od 7 sati no¢u, tokom
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sedam dana, rezultovalo je smanjenjem brzine izvrSenja zadataka, kao i potrebom za duzim
vremenskim periodom za reSavanje zahtevnog matematickog problema. DuZina spavanja od 5
sati noCu, tokom sedam dana, smanjila je brzinu reakcije, znacajno redukovala tac¢nost, kao i
uzrokovala znacajan poremecaj u obavljanju svakodnevnih aktivnosti (Gomes i sar., 2011).
Jedno od objasnjenja za smanjenje efikasnosti nakon deprivacije je takozvani ,microsleep”
fenomen, kratki segmenti delta ili teta aktivnosti koji se smenjuju sa beta ili alfa EEG talasima
budenja, koji se znacajno frekventnije pojavljuju povecavanjem duZine deprivacije. Ipak, vazno
je spomenuti da pojava ,microsleep” segmenata ne korelira uvek sa polisomnografskim
nalazom kod pacijenata sa smanjenjem sposobnosti nakon deprivacije. Kao rezultat PET-
glukoza studije moZe se zakljuciti da su kognitivne posledice deprivacije najverovatnije
uzrokovane smanjenjem metabolizma u parijetalnom i frontalnom delu mozga nakon
deprivacije spavanja u trajanju od 24 sata (Baird i sar., 2011).

Nedostatak spavanja je ipak relativan pojam. Manji poremecaji spavanja (npr. 1 sat spavanja
manje tokom duZeg perida) uzokuje suptilne kognitivne poremecaje koji cesto ne mogu biti
primeceni, pa tako ni opservirani. Sa druge strane znacajna redukcija spavanja tokom jedne
nedelje ili duZeg perioda, dovodi do dubokih kognitivnih deficita sli¢nih onima koji se javljaju
kod ljudi sa cerebrovaskularnim insultima, ali koji ipak i dalje nisu vidljivi pojedincu kod koga
je poremeceno spavanje (Thorne i sar., 1998).

Poremeceno spavanje utice i na emocionalno zdravlje kod dece, narocito u razvojnom
periodu, ne samo tako $to dovodi do negativnih emocija, vec i alteracijom pozitivnih emotivnih
iskustava. Sa samo dve no¢i ,loSeg“ spavanja uzrokuju da deca imaju smanjen intezitet
doZivljaja pozitivnih iskustava i teZe se prisecaju istih nakon nekog perioda.

Prolonigiran poremecaj spavanja neizbeZzno dovodi do pojave ozbiljnijih psihijatrijskih
poremecaja kao Sto su anksioznost i depresija (Borbely, 1982). Poremecaj spavanja nekada
predstavlja i prvi simptom depresije. U viSe studija je pokazano da da 15-20% osoba sa
insomnijom c¢e razviti veliki depresivni poremecaj (Goel i sar., 2009). I dok naucnici jo$ uvek
istrazuju mehanizme povezanosti izmedu poremecenog spavanja i depresije, pokazano je da
vecina osoba sa ovom dijagnozom ima poremeceno spavanje (Taheri i Arabameri, 2012).

1.6.1. Odnos poremecaja spavanja i depresije
1.6.1.1. Insomnija i depresija

Kao $to je pokazano u studiji Riemanna i Volderholzera (Riemann et Volderholzer, 2003)
povezanost izmedu primarne insomnije i depresije je uvek bila pretpostavljana, ali jaka
etioloska veza izmedu ova dva poremecaja nikada nije dokazana, s obzirom da su oba
poremecaja multifaktorijelna i time teSka za proucavanje (Riemann i Volderholzer, 2003). Ipak,
dokazano je da oko 90% pacijenata sa depresijom ima naruseno spavanje manjeg ili veceg
stepena (Mendelson, 1997). Prvi naucnici koji su ustanovili da je insomnija nezavistan faktor
za pojavu depresivnog poremecaja su Ford i Kamerow 1989. god. Od tada, viSe studija je
sprovedeno ako bi se istraZila ova povezanost. Pregledom literature od 1966.-2000. godine
pokazano je da su pacijenti sa insomnijom koja traje duZe od dve nedelje imali povecan rizik za
razvoj depresije narednih 1-3 godine (Riemann i Volderholzer, 2003).

Kao jedan od glavnih razloga komorbidnog nastupanja insomnije i depresivnih poremecaja
izdvaja se hiperaktivnost hipotalamo-hipofizo-adrenalne osovine koja kontroliSe sintezu
kortizola. Kortizol dovodi do viSestrukih promena na nivou imunskog sistema, metabolickih
procesa u organizmu, a ostvaruje dejstvo i na centralni nervni sistem. Kortizol ucestvuje u
regulaciji neurogeneze, spavanja i sanjanja, konsolidaciji memorije, dovodi do funkcionalnih i
morfoloskih promena hipokampusa. Ovaj hormon moduliSe sistemski odgovor organizma na
psihicki i fizicki stres.
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Kod osoba koje boluju od depresije dokazan je poviSen nivo kortizola u krvi, ali i u drugim
uzorcima poput urina i salive gde je kortizol slobodan, nevezan za proteinske nosace (Stetler i
Miller, 2011; Rodenbeck i Hajak, 2001), ali pojac¢ana funkcija hipotalamo-hipofizo-adrenalne
osovine ne mora nuzno nastati kao posledica depresivnih promena u ponasanju.
Hiperaktivnost moZe nastati i pre nastupanja depresivnih poremecaja zbog neurobioloskih
abnormalnosti koje su prethodile razvoju depresivnog oboljenja (Pariante i Lightman, 2008).
Hiperaktivnost ovog sistema moZe biti posledica poremecaja glavnog regulatornog mehanizma
hipotalamo-hipofizo-adrenalne ose, negativne povratne sprege. Povratna sprega se zasniva na
vezivanju kortizola iz krvi za glukokortikoidne receptore lokalizovane u hipokampusu,
hipotalamusu i hipofizi. Negativna povratna sprega moZze biti oSteCena zbog mutacija koje
nastaju kao posledica delovanja proinflamatornih citokina i epigenetskih promena na nivou
gena koji nose informaciju za sintezu ovih receptora i nemoguénost kortizola da prevazide
krvno-moZzdanu barijeru i dospe do odgovarajucih receptora. Glukokortikoidna rezistencija i
nemogucénost glukokortikoidnih hormona da ostvare dejstvo na ciljno tkivo dovodi do
kompenzatorne hiperaktivnosti hipotalamo-hipofizo-adrenalne osovine (Pariante i Lightman,
2008).

[ako je insomnija predstavljana kao jedan od cestih simptoma depresivnih poremecaja
(Geoffroy i sar., 2018), postaje sve jasnije da insomniju samu po sebi moZemo smatrati
faktorom rizika za nastanak depresije (Nadorff i sar., 2014). U prilog pretpostavki govore i
sprovedena istrazivanja koja su uocila da glavni simptomi insomnije - smetnje koje se javljaju
tokom no¢nog spavanja i prate¢a dnevna pospanost i umor - doprinose pojavi depresivnog
raspoloZenja kod osoba koje pate od ove vrste poremecaja spavanja, pri cemu je istaknuto da
dnevna pospanost i umor tokom budnog stanja imaju veéi uticaj na raspoloZenje osobe nego
druge manifestacije insomnije, jer oteZavaju normalno dnevno funkcionisanje (Jaussent i sar.,
2011). IstraZivanja sprovedena nad starijom populacijom, pokazala su da nastanak i razvoj
depresivnih poremecaja viSe zavisi od teZine i ucestalosti simptoma insomnije kao Sto su
oteZano uspavljivanje i teSkoCe u odrzavanju stanja spavanja pracene ¢estim budenjem, nego
od samog posledi¢nog pada kvaliteta spavanja (Jaussent i sar., 2011; Li i sar., 2018). Pored toga,
prisustvo insomnije oteZava leCenje osoba sa depresivnim poremecajima i povecava rizik za
ponovno pojavljivanje depresije (Nadorff i sar., 2014). Zato se kod ovakvih pacijenata koriste
razlic¢ite terapijske metode kojima se istovremeno pristupa leCenju depresije i tretmanu
poremecaja spavanja. Terapija obuhvata, pored primene antidepresivnih lekova, i inhibitore
transmembranskih transportnih proteina za povratak neurotransmitera serotonina i
noradrenalina u presinaptic¢ku ¢eliju, kao i lekove za spavanje koji deluju tako $to inhibiraju
serotonergicke i histaminergicke receptore (Sutton, 2014).

Produkcija kortizola je uskladena sa cirkadijalnim ritmom. Tokom veceri i no¢i nivo
kortizola u krvi opada u odnosu na dnevne vrednosti. Tokom no¢nog spavanja koncentracija
kortizola pocinje postepeno da raste sredinom perioda spavanja, sekretuje se pulsatorno u
vremenskim intervalima koji se poklapaju sa nastupanjem REM faze kako bi u ranim jutarnjim
Casovima dostigao najviSu vrednost (Payne i Nadel, 2004). Kod osoba sa primarnom
insomnijom uocen je poviSen nivo kortizola u krvi u veCernjim satima i tokom no¢i koji, u
zavisnosti od stepena povecanja, dovodi do ceS¢ih budenja i prekida u no¢nom spavanju. Kada
je insomnija udruZena sa depresivnim poremecajima, hiperaktivnost hipotalamo-hipofizo-
adrenalne osovine je jo$ veca, a fragmmentacije spavanja kao patofizioloSka manifestacija
postaje jos intenzivnija.

Depresivna oboljenja mogu doprineti nastanku kardiovaskularnih oboljenja jer pojacavaju
aktivnosti hipotalamo-hipofizo-adrenalne osovine, a pojacana adrenergicka aktivnost ubrzava
sréani rad i moze da dovede do nastanka hipertenzije. Kada su depresivnim oboljenjima
pridruZeni poremecaji spavanja poput insomnije dolazi do joS veCeg porasta aktivnosti
simpatickog nervnog sistema i hipotalamo-hipofizo-adrenalne osovine (Gangwisch i sar.,
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2010). Tokom spavanja krvni pritisak i srcana frekvenca opada, a kada je, zbog poremecaja
spavanja, vreme provedeno u spavanju skraceno, pad u krvnom pritisku e trajati krace nego
Sto bi trebalo ili ¢e u nekim sluCajevima izostati, pa ¢e zato na dnevnhom -
dvadesetcetvorocasovnom nivou do¢i do porasta krvnog pritska, udarnog volumena i sréane
frekvence. Kada nepravilnosti u spavanju traju duZe vreme, organizam se moze adaptirati na
postignuto stanje i kardiovaskularni sistem ¢e uskladiti svoju funkciju sa novonastalim
poviSenim vrednostima (Gangwisch i sar., 2010). Pored toga, poremecaji u spavanju doprinose
nastanku poremecaja metabolickih puteva Sto vodi poveCanom apetitu, gojaznosti, pojavi
insulinske rezistencije i dijabetesa Sto povecava rizik za nastanak kardiovaskularnih oboljenja.

1.6.1.2. Deprivacija i fragmentacija spavanja i depresija

Cirkadijalni ritam reguliSe ve¢inu bioloskih i bihejvioralnih funkcija. Korelacija izmedu
poremecenog cirkadijalnog ritma i nastanka depresivnih poremecaja je polje koje je otvoreno
za dalja istraZivanja. Jedan od mogucih uzroka ove povezanosti je i poremecena homeostaza
spavanja praena umorom i pospanos$¢u, koja ostvaruje negativan uticaj na raspoloZenje,
kognitivne procese, emocije i emocionalne reakcije, motivaciju. Nepravilnosti u cirkadijalnom
ritmu mogu se negativno odraziti na komunikaciju u drustvu, kao i na adaptaciju pojedinca na
okruZenje u kojem se nalazi, a smanjena socijalna komunikacija moZe voditi nastanku
depresivnih poremecaja. IstraZivanja u oblasti cirkadijalnih gena ustanovila su da oni igraju
vaZznu ulogu u formiranju sinapsi, razvoju i sazrevanju mozga.

Promene arhitekture spavanja koje remete normalnu regulaciju emocionalnog ponasanja
vode nastanku psihijatrijskih pormecaja. Na kvalitativne i kvantitativne osobine spavanja uticu
mnogi faktori iz okruZenja koji se mogu svrstati u smetnje pri spavanju, a koje za posledicu
imaju teSkoce pri uspavljivanju ili odrzavanju stanja spavanja, prerano budenje i disfunkcije
koje se javljaju tokom spavanja kao $to su mesecarenje i koSmari. Opstruktivna apneja tokom
spavanja je jedan od najcescih poremecaja disanja tokom spavanja, a klinicki se manifestuje kao
hrkanje pra¢eno produzZenom dnevnom pospanos¢u. Osobe sa opstruktivnom apnejom tokom
spavanja su pod vec¢im rizikom ili su ve¢ razvile komorbiditete poput kardiovaskularnih bolesti
i gojaznosti, a takode mogu imati poteSkoce u socijalnoj komunikaciji Sto moZe da doprinese
nastanku ili pogorSanju postojec¢ih depresivnih poremecaja. KarakteriSe ga smanjeno disanje
(hipopneja) ili prestanak disanja (apneja) tokom spavanja. Opstruktivna apneja je definisana
kao prekid protoka vazduha kroz oronazalne disajne puteve u trajanu od najmanje 10 sekundi
koji odgovara potpunoj opstrukciji gornjih disajnih puteva uprkos neprekidnom radu glavne i
pomocne disajne muskulature. Opstruktivna hipopneja predstavlja parcijalnu opstrukciju
gornjih disajnih puteva u trajanju od najmanje 10 sekundi, $to kao posledicu ima pad u protoku
vazduha kroz oronazalne disajne puteve za vise od 50% (Schroder i O Hara, 2005). Iako je kod
osoba muskog pola ¢eSce dijagnostikovana opstruktivna apneja tokom spavanja, ucestalost
depresivnih poremecaja je veca kod osoba Zenskog pola sa dijagnozom opstruktivne apneje
(Chen i sar., 2013). Povezanost izmedu pojave depresivnih poremecaja i dijagnostikovane
opstruktivne apneje tokom spavanja je joS uvek nejasna, mada se kao moguci uzroci navode
fragmentacija spavanja koja dovodi do produZene dnevne pospanosti i hipoksija usred
desaturacije krvi koseonikom koja moZe delovati na promenu raspoloZenja, uznemirenost, pad
koncentracije, oteZano pamcenje i razvoj osecaja nezadovoljstva (Yosunkaya i sar., 2016). U
prvim studijama o povezanosti ova dva poremecaja primeceno je da 25-40% pacijenata sa OSA,
takode ispunjava dijagnosticke kriterijume za depresivni poremecaj (Vgontzas i sar., 2008). U
kohortnoj studiji objavljenoj 2013. godine pokazano je da je incidenca depresivnog poremecaja
cak dva puta veca kod pacijena koji boluju od OSA (Chen i sar., 2013). U revijskom radu iz 2016,
takode je pokazana snazna povezanost izmedu depresije i OSA, kako u zajednici, tako i u
specijalizovanim ustanovama, kao i Cinjenica da vecina pacijenata pokazuje poboljSanje
simptoma depresije nakon primene CPAP (BaHammam, 2016). Ono Sto je i dalje nepoznanica
jeste da li je uzrok pojave depresivnog poremecaja poremecena arhitektura spavanja, ili je u
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pitanju hipoksija i hiperkapnija koje predstavljaju glavno obeleZje OSA. U vecini sprovedenih
studija kao mehanizam interakcije naveden je poremecaj gasne razmene. U nasSoj studiji
koncentrisali smo se isklju¢ivo na poremecaj spavanja po modelu OSA.

PatofizioloSka pozadina ovog pormecaja obuvata mnogo faktora, od kojih je najznacajniji
oteZana dilatacija glatke muskulature gornjih disajnih puteva usled redukovane serotonergicke
aktivnosti (Veasey, 2003). Poremecaji strukture spavanja koji se deSavaju tokom opstruktivne
apneje obuhvataju znacajno produZenje trajanja stadijuma 1 sporotalasnog spavanja uz
skracenje trajanja i uCestalosti ostalih stadijuma (stadijumi 2, 3- 4), kao i skracenje REM faze.
Stadijum 1 je prelazno stanje izmedu budnosti i spavanja ¢ija se uCestalost i duzina trajanja
povecava zbog fragmentacije spavanja kod pacijenata sa opstruktivhom apnejom, uz
posledi¢no skracenje trajanja ostalih faza spavanja. Arhitektura spavanja kod pacijenata sa
depresivnim poremecajima narusena je na nacin da je povecan intenzitet i brzina pokreta ociju
tokom REM faze spavanja, uz raniju pojavu prve epizode REM spavanja koja vodi uvecanju
ukupnog vremena spavanja provedenog u REM fazi. Pacijenti koji imaju dijagnostikovanu
opstruktivnu apneju i depresivni poremecaj imaju smanjenu ucestalost spavanja i veci deo
vremena proveden u REM fazi tokom spavanja. Upravo ovo je dovelo do pokuSaja primene
deprivacije REM spavanja kao terapeutskog tretmana za depresivni poremecaj. Prvi koji su
predlozili ovaj nekonvencionalni tretman depresivnog poremecaja bili su Giedke i Schwaerzler
(Giedke i sar., 2003). Ipak, vremenom je primeceno da totalna deprivacija pokazuje znacajnije
poboljSanje u simptomatologiji u odnosu na parcijalnu (Schroder i O Hara, 2005). Glavna
indikacija za terapijsku upotrebu deprivacije spavanja je primarna depresija. Upotreba ove
metode na sekundarnim formama je jo$ uvek nedovoljno istraZena, s tim da je dokazano da
primena deprivacije spavanja ima pozitivne efekte kod depresije nastale usled shizofrenije ili
shizoafektivnog poremecaja (Upthegrove i sar., 2016) Uprkos svim sprovedenim istraZivanjima
antidepresivni efekat deprivacije spavanje je u najboljem slucaju kontradiktoran. Babson i sar.
su na velikom uzorku pokazali da deprivacija spavanja kod zdravih osoba dovodi do pojave
inezivnih simptoma anksioznosti i depresije (Babson i sar., 2010).

Uzimajuci u obzir potencijale pozitivne efekte, deprivacija spavanja se jo§ uvek koristi u
tretmanu depresije ali sa strogo definisanim indikacijama. Oko 60% pacijenata sa velikim
depresivnim poremecajem pokazalo je klinicko poboljSanje nakon jedne noc¢i deprivacije
spavanja (Clark i Golshan, 2007). PoboljSanje je primeceno i kod pacijenata sa suicidalnim
tendencijama, ali deprivacija je najbolje rezultate pokazala na onima koji su imali diurnalne
alteracije raspoloZenja (Giedke i sar., 1992). Ipak, ovako postignut terapeutski efekat ima
ograniceno vreme trajanja. Kod nekih traje nekoliko sati, kod drugih ¢itav dan, a veoma retko
do nekoliko dana. Oko 50-80% ovih pacijenata veoma brzo ponovo dobije iste simptome ili su
cak veceg inteziteta, ipak kod 20-50% simptomi su manje izraZeni ali to se uglavnom odnosi na
one koji su pored deprivacije spavanja tretirani i antidepresivima (Smith i sar., 2009).

1.6.2. Poremecaji spavanja i anksioznost

NajceSce i najzastupljenije psihijatrijske poremecaje kako u decijem uzrastu, tako i kod
odraslih, predstavljaju neurotski, sa stresom povezani i somatoformni poremecaji (grupa F4
prema MKB-10). Uzevsi u obzir da se najceSce javljaju u mladem Zivotnom uzrastu i da
znacajno, negativno, uticu na svakodnevno i profesionalno funkcionisanje osoba, ovi
poremecaji predstavljaju veliki socijalni, ekonomski, druStveni i medicinski problem (Nedic i
Zivanovi¢, 2009). Kada je re¢ o etiologiji anksioznih poremecaja, smatra se da oni nastaju kao
posledica sadejstva sledecih faktora: bioloski faktori, psiholoski faktori, psihosocijalni faktori.
Pri ¢emu, treba naglasiti da postoji razliCito ucesS¢e ovih faktora u nastanku razliCitih
anksioznih poremecaja kod razli¢itih osoba (Nedi¢ i Zivanovi¢, 2009).
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Anksioznost se moZe definisati kao unutrasnja napetost ili nemir, sa odsustvom realne
opasnosti. Upravo ova karakteristika razlikuje anksioznost od pojma strah, jer strah obi¢no ima
spoljni objekat. Dakle, anksioznost nema spoljni objekat, ni spoljnu opasnost, ve¢ predstavlja
specifitnu reakciju na unutrasnju opasnost (intrapsihicki konflikt, impuls neprihvatljiv za Ego,
potisnute mislj, itd.) (Mari¢, 2005).

Ono S$to je vazno naglasiti jeste da se svaka osoba gotovo svakodnevno susrece sa
anksioznoscu, koja se u narodu jos$ naziva nervoza, strah, trema, ali koja je poZeljna i korisna u
izvesnim situacijama. Dakle, takva anksioznost koja se javlja u odredenim Zivotnim situacijama
i ima za cilj mobilisanje potencijala date osobe u cilju reSavanja date situacije, ne pripada
psihopatologiji i sastavni je deo Zivota. Medutim, problem nastaje kada je anksioznost po svom
intenzitetu ili trajanju onesposobljavajuca, koja ne samo da ne olakSava, nego i ne dopusta
celishodno ponasanje i bitno umanjuje kvalitet Zivota (Antony, 2008).

Anksioznost predstavlja stanje koje karakteriSe ose¢aj muc¢nog i neugodnog iScekivanja,
predosecanja, strepnje i neizvesnosti. Anksioznost se ispoljava brojnim telesnim i psiholoskim
simptomima. Pri ¢emu su telesni i psiholoSki simptomi povezani i medusobno utic¢u jedni na
druge (Nedi¢ i Zivanovi¢, 2009). Pojedine procene ukazuju da prevalenca anksioznih
poremecaja u opStoj populaciji iznosi 10-25%. Takode, rezultati epidemioloskih istraZivanja
ukazuju na visoku prevalencu poremecaja spavanja kod osoba sa anksioznim poremecajima.
Pojedini podaci ukazuju da se gotovo 1/3 odraslih osoba tokom svog Zivota susrece sa
poremecajima spavanja, a sami poremecaji spavanja se smatraju drugim najceS¢im zajednickim
simptomom psihijatrijskih poremecaja (Ohayon i Roth, 2003; Staner, 2003). Postoje brojna
istraZivanja koja su se bavila pitanjem odnosa anksioznosti i poremecaja spavanja u opstoj
populaciji. Insomnija, hipersomnija, no¢ne more i no¢na panika su najceS¢e povezani sa
anksioznim poremecajima. U proslosti se verovalo da je insomnija simptom, ili epifenomen
psihijatrijskih oboljenja, a naroCito anksioznih poremecaja. Medutim, novija istraZivanja
ukazuju da postoji bidirekciona veza izmedu insomnije i drugih psihijatrijskih bolesti (Antony,
2008).

Osnovu odnosa anksioznosti i poremecaja spavanja predstavlja Cinjenica da svakodnevna
anksioznost negativno utiCe na ciklus budnost-spavanje. Brojna eksperimentalna istraZivanja
su dokazala da ukoliko dode do smanjenja dnevne anksioznosti, istovremeno dolazi i do
poboljSanja spavanja, odnosno povecanje dnevne anksioznosti kod ispitanika je dovelo do
poremecaja spavanja (Harvey i Payne, 2002). U longidutidalnom istrazivanju Breslov i
saradnici su ustanovili da je u opstoj populaciji prevalencija za insomniju 16,6%, za
hipersomniju 8,2%, a za insomniju u kombinaciji sa hipersomnijom 8%. Pri ¢emu se poremecaji
spavanja najceSc¢e javljaju kod opsesivno-kompulzivnog poremecaja, pani¢nog poremecaja i
generalizovanog anksioznog poremecaja (Breslau i sar., 1996).

Papadimitro i Linkovski, takode, ukazuju na jaku povezanost poremecaja spavanja i
anksioznih poremecaja, a pre svega sa pani¢nim poremecajima, generalizovanim anksioznim
poremecajem, opsesivno-kompulzivnim  poremecajem, postrtraumatskim stresnim
poremecajem (Papadimitriou i Linkowski, 2005). U istraZivanju koje su sproveli Ohayon i Roth
utvrdeno je da je istorija psihijatrijskih oboljenja povezana sa teZinom i hronicitetom trenutne
insomnije. Ohayon i Roth, u svom istraZivanju odnosa poremecaja spavanja i anksioznih
poremecaja, navode da se u 18% slucajeva insomnija javila pre anksioznog poremecaja, u
38,6% slucajeva se insomnija javila istovremeno sa anksioznim poremecajima, a u 43,5%
slucajeva je najpre nastao anksiozni poremecaj pa onda insomnija (Ohayon i Roth, 2003).

Pored toga Sto anksiozni poremecaji mogu dovesti do nastanka poremecaja spavanja, i sami
poremecaji spavanja mogu prouzrokovati i pogorSati anksiozne poremecaje. Postoje brojne
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studije koji dokazuju uticaj spavanja na dnevno raspoloZenje osobe, Sto moZe pogorsati
anksioznost kod date osobe (Antony, 2008).

1.7. Eksperimentalni modeli u somnologiji
1.7.1. Deprivacija vs. Fragmentacija spavanja

Bonnet i Arand (Baum i sar., 2014; Bonnet i Arand, 1995) su sugerisali da c¢ak i relativno
malo skracivanje vremena spavanja za 1,3 do 1,5 sata tokom jedne no¢i, povecava pospanost za
32%, kori$¢enjem , Multiple sleep latency” testa (MSLT) (Gillberg i sar., 1994). Cini se da
subjektivna pospanost nakon deprivacije spavanja ne zavisi samo od perioda deprivacije, vec i
od faktora kao Sto su doba dana ili faze cirkadijalnog ritma, a osim toga, iz svakodnevnog
iskustva poznato je da subjektivna pospanost varira tokom dana. Druga istraZivanja pokazala
su da je nivo subjektivne dnevne pospanosti u korelaciji sa trajanjem potpune deprivacije, i
dalje naglasila da stepen pospanosti varira tokom dana, najvisi je izmedu 14:00 i 18:00 c¢asova,
anajmanji u popodnevnim satima, izmedu 18:001 20:00 sati i pre podne oko 10:00 sati (Babkoff
isar., 1991). Prekomerna dnevna pospanost je takode jedna od glavnih karakteristika sindroma
opstruktivne apneje, a Cesto i glavni razlog zasSto pacijenti sa OSA zahtevaju medicinsku pomo¢.
Cesto se javlja sa pospano$éu u blazem ili tezem obliku, blazom nakon jela, dok osoba lezi ili
gleda televiziju i teZzem, u situacijama koje zahtevaju veci nivo budnosti (mentalno zahtevni
zadaci), znacajno narusavajuci Zivotni i radni kapacitet pacijenata (American Academy of Sleep
Medicine, 2005). U studiji sprovedenoj na velikom uzorku pacijenata sa OSA (Roure i sar.,
2008), prevalenca prekomerne pospanosti prema sopstvenim izvestajima bila je oko 57%.
Pretpostavlja se da, s tim u vezi, vaznu ulogu imaju demografske karakteristike, stavovi i nacin
definisanja pospanosti ispitanika, stepen uskracenosti i fragmentacije spavanja kao i duzina i
intenzitet respiratornih dogadaja.

Kada je u pitanju arhitektura spavanja, imamo poremecaj u arhitekturi tokom spavanja na
jednoj strani (fragmentacija), i nakon spavanja sa druge strane. Homeostatska regulacija
spavanja uopsSteno se sastoji u kompenzacionom povecanju dubine i trajanja spavanja nakon
perioda gubitka istog. Pokazano je da fragmentacija spavanja tokom prvih 6 sati svetlosne faze
menja arhitekturu na nacin slican eksperimentalnoj metodi ,,neZnog rukovanja“ za deprivaciju
spavanja, koja se koristi u mnogim studijama o poremecaju spavanja kod glodara. Medutim,
vazna razlika je u tome Sto fragmentacija spavanje ne uzrokuje potpuni gubitak spavanja. Bez
obziranato, kao i u studijama koje su koristile nezno rukovanje da izazovu potpunu deprivaciju
(Baracchi i Opp, 2008; Huber i sar., 2000; Jhaveri i sar., 2007), fragmentacija spavanja (6 h) je
povezana sa prolaznim povecanjem udela vremena provedenog u sporotalasnom spavanju u
REM fazi tokom nekoliko 2-Casovnih intervala unutar 18h perioda nakon fragmentacije
spavanja, u poredenju sa kontrolnom grupom (Trammell i sar., 2014).

Kada je u pitanju deprivacija spavanja, studije su pokazale vec¢i uticaj na arhitekturu
spavanja u poredenju sa trajanjem, u no¢ima oporavka. Nakon parcijalnog ili potpunog gubitka
spavanja, udeo sporotalasnog spavanja (SWS) u ukupnom vremenu spavanja je znacajno
povecan (Carskadon i sar., 1981), slicno kao kod NREM deprivacije (Gaudreau i sar., 2001). U
prvoj noc¢i oporavka nakon potpune deprivacije, nadoknaduje se znacCajan deo faze 4 spavanja
sa krad¢im trajanjem faze 1, a u drugoj no¢i nadoknada takode postoji, ali je u manjoj meri
izrazena (Caskadon i sar., 1981). U mnogim radovima je pokazano da selektivna REM
deprivacija pra¢ena povecanom tendencijom za nadoknadom tokom i nakon same deprivacije,
Sto kao posledicu izaziva raniji pocetak i poveéanu ucestalost REM faze spavanja u svakoj
sledecoj no¢i sa deprivacijom. U prvih nekoliko no¢i, po zavrSetku REM deprivacije, visSe
vremena se provodi u REM fazi spavanja. Nadalje, istraZivanja pokazuju da selektivno liSavanje
REM faze spavanja ima efekat slican totalnoj deprivaciji, Sto je verovatno i razlog povecanja
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udela faze 4 u prvoj noc¢i oporavka (Ferrara i sar., 1999; Agnew i sar., 1967). U drugom
istraZivanju pokazano je da 6 sati deprivacije spavanja prati nadoknada oko 50%
kratkotalasnog spavanja (SWS) u narednih 4h spavanja (Roth, 2007). PodrZavajuci stav da
spavanje promoviSe konsolidaciju memorije, homeostaza sporotalasnog spavanja je lokalno
regulisana u motornom Kkorteksu nakon motorickog ucenja i korelira sa naknadnim
poboljSanjem ponasanja (Baoud i sar, 2015).

U istrazivanjima koja su ukljucivala eksperimentalne poremecaje spavanja, naucnici su
najcesce pokusavali da uklone jedan ili viSe stadijuma spavanja, a da u isto vreme ne uticu
znacajno na smanjenje ukupnog vremena spavanja ili ostale faze spavanja. Jedini izuzetak od
ovog je totalna deprivacija spavanja. Postoji viSe metoda koje se koriste da bi se postigla
deprivacija spavanja bilo da je u pitanju totalna, paradoksalna ili deprivacija sporotalasnog
spavanja. IstraZivaci se i danas suocavaju sa neprestanim naporima da proniknu u fizioloski
znacaj, mehanizam nastanka i odrZavanje spavanja. Deprivacija spavanja, koja se pokazala kao
efektivan i znaCajan eksperimentalni metod, moze biti postignuta koriS¢enjem viSe razlicitih
metoda: metoda pazljivog rukovanja (eng. gentle handeling), metoda pojedinacne platforme,
pendulum, metoda sa viSe platformi, metoda rotirajuceg diska i uz pomo¢ tredmila za male
Zivotinje. Uprkos velikoj medusobnoj slicnosti svaka od ovih metoda se znac¢ajno razlikuje od
druge i ima svoje prednosti i mane. Kada je u pitanju fragmentacija spavanja, ona se danas
smatra potpuno razlic¢itim entitetom, uprkos tome Sto su metode za izazivanje fragmentacije
spavanja sli¢ne onima kod deprivacije.

1.7.2. Eksperimentalni modeli modulacije spavanja

1.7.2.1 PaZljivo rukovanje

Ova metoda (Slika 1.7.) predstavlja
alternativu automatizovanim SD metodama
(pojedinacna i vise platformi). Ranije je njena
primena bila veoma zastupljena (Borbely i
Neuhaus, 1979, Wirz-Justice et all, 1981), ali
danas se sve viSe pribegava nekim drugim
metodama (Bodosi i sar., 2004; Grassi Zucconi i
sar., 2006; Deboer i sar., 2007). Ova tehnika je
prvi put primenjena od strane Damenta na
ljudima za deprivaciju REM spavanja, ali se
danas wuglavnhom koristi za manipulaciju
spavanja kod Zivotinja (Singh i Mallick, 1996;
Birendrai sar., 2011).

Osnovna prednost ove metode jeste to

Sto je Zivotinjama dozvoljeno da borave u
standardnim uslovima Zivota, a intervencija tj.
Slika 1.7. Ilustracija metode pazljivog budenje nastaje kada se na EEG zapisu primete
rukovanja znaci ulaska u REM fazu. Metoda se izvodi
isklju¢ivo na Zivotinjama sa implantiranim

elektrodama za registrovanje EEG i EMG aktivnosti, koje se nalaze u kavezima. Tokom perioda
deprivacija spavanja, Zivotinja i njen polisomnografski snimak se kontinurano posmatraju.
Kada se na polisomnografu registruju signali ulaska u REM fazu, Zivotinja se blago stimuliSe.
Stimulacije koje se koriste su veoma blage i cilj im je samo da izazovu kortikalnu
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desinhronizaciju bez bihejvioralnih promena. Ako tehniku koristimo za totalnu deprivaciju
spavanja, zZivotinje se konstantno posmatraju i odrzavaju budnima simultanim senzornim
stimulusima, ¢im se bihejvioralni i polisomnografski znaci spavanja pojave (Franken i sar,
1991; Tobler i sar., 1997). Modifikovana verzija “gentle handeling-a” sastoji se u odrZavanju
budnosti dodirivanjem osoba Cetkicom kada pokaZu znake ulaska u spavanje (Graves i sar.,
2003; Modirrousta i sar., 2005). Direktna manipulacija Zivotinjama treba da bude
minimalizovana da bi se sprecio uticaj stresa na istraZivanje (Longordo i sar., 2011). Negativna
strana ove metode, osim stresa koji se izaziva konstantnom eksternom manipulacijom, je Sto
tehnika moZe biti koriS¢ena samo za kratkotrajnu deprivaciju, kao i ¢injenica da je neophodan
konstantan monitoring polisomnografskih parametara.

1.7.2.2. Tehnika penduluma

Ova metoda je dizajnirana tako da Zivotinje mogu i dalje da borave u svojim kavezima,
ali su kavezi podeSeni tako da se ljuljaju nalik na ,pendulum®. Usled posturalnog gubitka
ravnoteZe Zivotinje su u konstantnom pokretu, Sto uzrokuje totalnu deprivaciju spavanja. U
odnosu na tehniku paZljivog rukovanja kod ove metode nije potrebna eksterna intervencija Sto
predstavlja prednost. Ipak tehnika ne omogucuje manipulaciju pojedinim fazama spavanja, ve¢
samo totalnu deprivaciju $to je ujedno i njena najvea mana. Ono Sto takode predstavlja
problem je ¢injenica da Zivotinje nemaju neogranicen pristup hrani i vodi, kao i da je simultana
deprivacija viSe Zivotinja izuzetno tehnicki zahtevna, a Cesto i nemoguca, te je dizajniranje
adekvatnih kontrolnih grupa takode oteZano (Van Hulzen i Coenen, 1980).

Sa ciljem da se otklone nedostaci prethodno opisanih tehnika dizajnirana je
metodologija pojedinac¢nih platformi (eng. Flower pot). Prvi put je upotrebljena na mac¢kama
1964. godine (Jouvet i sar., 1964), a nakon toga je Siroko prihvacena i korisS¢ena kod macaka,
pacova i miSeva za deprivaciju REM spavanja (Hicks i sar., 1977; Oniani i sar., 1988).

1.7.2.3. Metoda pojedinacnih platformi

Tokom perioda deprivacije spavanja,
Zivotinja se postavlja na bazu platforme, ¢iji
je dijametar manji od veli¢ine Zivotinje
(Slika 1.8.). Platforma se stavlja u veliku
kadu napunjenu vodom do 1 cm iznad dna.
Zivotinja se moZe odmarati na platformi, i
moze cCak spavati u NREM fazi ali ¢im iz
NREM faze prede u REM, zbog atonije
misSica, Zivotinja ¢e pasti u vodu i brzo se
popeti nazad na bazu platforme. Procedura
uglavnom traje 72-96 h. Ova tehnika je
korisna jedino za proucCavanje uticaja
deprivacije REM faze spavanja na razlicite
pojave (Fabio i sar., 2009). Postoje brojne
prednosti ove metodologije, zbog kojih je
Slika 1.8. Ilustracija metode pojedinaénih ©na toliko Cesto koriScena kao Sto su
platformi jednostavnost same procedure, ekonomska

prihvatljivost, pogodnost za postizanje i
dugotrajnih deprivacija spavanja (duzih od 48h), i jednostavan dizajn kontrolnih grupa. Ono
Sto je najvaZnije sama metodologija deprivacije je bazirana na glavnoj fizioloSkoj osobini REM
spavanja-atonija, te zbog toga, bilo kakva vrsta eksterne manipulacje ili monitoringa nije
neophodno.
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Moguce je i prilagoditi koli¢inu REM deprivacija koja Zeli da se postigne menjanjem velic¢ine
platforme u odnosu na tezinu Zivotinje. Manu ove metode predstavlja ¢injenica da se procedura
odvija u okruZenju koje nije standardno za Zivotinju Sto samo po sebi uzrokuje odreden nivo
stresa.

1.7.2.4. Metoda sa viSe platformi

U nastojanju da se smanji nivo stresa koji jeizazvan ograniCenjem kretanja u metodi
pojedinacne platforme, istrazivaci su razvili “Multiple platform” metod deprivacije REM
rezervoara sa viSe platformi, ¢ime se eliminiSe stres izazvan ograni¢enjem pokreta u ranijoj
metodi (Slika 1.9). Medutim, ¢ak i
pod ovim uslovima nivo stresa
ostaje  povetan sude¢i po
adrenalnoj hipertrofiji i gubitku
tezine (Coenen i Van Luijtelaar,
1985). Stavise, gubitak REM
spavanja se takode javlja u
kontrolnoj grupi Zivotinja na
velikim platformama
(Mendelson i sar., 1974) , a i
kolic¢ina NREM spavanja je
redukovana u odnosu na
Voda kontrolne grupe u kavezima (

Ruskin i sar., 2004).

Platforme

Slika 1.9. [lustracija metode sa visSe platformi

1.7.2.5. Forsirana lokomocija (tehnika rotirajuceg bubnja)

Ova tehnika (Slika 1.10.) se najCeS¢e koristi za totalnu deprivaciju spavanja.
Metodololoski se sprovodi tako Sto pacove stavimo u komoru za deprivaciju spavanja, koja se
sastoji od rotiraju¢eg bubnja, podeljenog na dva semicirkularna odeljka pomoc¢u centralnog
zida. Bubanj je zapecalen perforiranom parafinskom plo¢om, i zagrevan lampom na
temperaturi inkubatora. Centralni zid sadrZi 13 rupa, koje omogucuju socijalnu interakciju
izmedu dva pacova,Sto spreCava uticaj stresa, nastalog socijalnom izolacijom, na ishod
eksperimenta. Bubanj, zid i poklopci su napravljeni od pleksigasa, a dno se sastoji od
odgovarajuce podloge koja sprecava pacove da proklizaju. Voda i hrana su preko cevi vezane
za centralni zid.

Uredajem upravlja kompjuterski kontrolisan motor, koji se krece bidirekciono, i menja
brzinu, prema unapred kompjuterski programiranoj Semi. Procedura je efikasnija ukoliko se u
istom bubnju deprivira viSe pacova (recimo 2, ili viSe), zato Sto ih, u tom slucaju, rotacije bubnja
prisiljavaju da se penju jedni preko drugih, sto ih onemogucava da se adaptiraju na rotacione
pokrete. Pokreti pacova takode mogu biti odgovorni i za poveéan nivo kortikosterona koji se
javlja u toku deprivacije (Roman i sar., 2006). Ova vrsta deprivacije obic¢no traje nekoliko sati,
i nije pogodna za duzu deprivaciju zbog stresogenog efekta koga izaziva zamor pacova (Marcos
i sar., 1998).
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Slika 1.10. Sematski prikaz metode forsirane lokomocije

1.7.2.6. Tehnika rotirajuceg diska

Ova metoda takode zahteva softversku kontrolu. Princip je slican kao kod kod
prethodno opisane tehnike, s tim da se kod ove tehnike koriste dva odvojena plasti¢na kaveza
kojima dno Cini rotiraju¢i disk (Slika 1.11.). Pokretanje diska, njegova brzina, ali i smer kretanja
se unapred odreduje u softveru, a kompletna procedura je, tokom celog trajanja manipulacije
spavanja, kompjuterski kontrolisana. Ova tehnika se moZe koristiti i za deprivaciju REM
spavanja i za totalnu deprivaciju. Zivotinje kojima se manipulise su pod konstantnim EEG

Program za kontrolu
platforme

Rotirajudi disk

Slika 1.11. Sematski prikaz metode rotirajuéeg diska
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nadzorom. Prednosti tehnike uklju¢uju moguénost poredenja faza spavanja, s obzirom da su i
eksperimentalna i kontrolna grupa izloZene istoj programskoj Semi, te su individualne
varijacije medu Zivotinjama svedene na minimum. Ono Sto je takode prednost je Cinjenica da se
metoda moZe koristiti i za duZe manipulacije (Binderaisar., 2011). Mane ove tehnike ukljucuju
neophodnost kompjuterske kontrole kompletnog procesa, postojanje adekvatnog softverskog
reSenja, neophodnost EEG monitoringa i potrebu za viSe kontrolnih grupa usled individualnih
varijacija u budenju kod Zivotinja (Bergmann i sar., 1989).

1.7.2.7. Tredmil za male Zivotinje

Dve poslednje metode dovele su do razvoja nove metodologije uz pomo¢ tredmila za
male eksperimentalne Zivotinje, koja se osim za deprivaciju moZe koristiti i za fragmentaciju
spavanja. Prednosti i mane tehnike koja uklucuje tredmil su skoro identicne kao kod dve
prethodno opisane metode. Tredmil za pacove predstavlja pokretnu traku prilagodenu
anatomskim Kkarakteristikama malih eksperimentalnih Zivotinja. Ovaj uredaj se koristi za
izvodenje raznovrsnih funkcionalnih ispitivanja fizickog veZbanja i treninga, kao i za procenu
njihovog uticaja na razlicite fizioloske i patofiziolosSke procese. Kroz pravilno podeSavanje
sistema, moguce je izazvati modulaciju arhitekture spavanja kod eksperimentalnih Zivotinja,
S$to ovaj sistem ¢ini korisnim i u oblasti somnologije.

Sastavni deo ovog sistema je pokretna traka koja se sastoji od Cetiri odvojena, ali vizuelno
povezana kompartmana, ¢ije su dimenzije optimalne za pacove. Na jednom kraju trake nalazi
se elektri¢ni stimulator koji funkcioniSe kao sistem za negativno potkrepljenje, dok postoji i
mogucénost primene pozitivnog potkrepljenja na suprotnom kraju. Sistem omogucava
prilagodavanje nagiba, smera i brzine kretanja trake, kao i jacine stimulusa.

Upravljanje ovim sistemom moZe se vrSiti manuelno, direktno preko panela na samom
tredmilu. Takode, zahvaljuju¢i sposobnosti komunikacije sa raCunarom, postoji opcija
digitalnog upravljanja pomocu specijalizovanog softvera, putem kojeg se mogu unapred
definisati protokoli rada trake za duZe vremenske periode.

Tredmil je implementiran u tri razlicite varijante upravljanja i kontrole parametara:

1. Prva varijanta omogucava digitalno podeSavanje brzine trake putem BCD preklopnika i
upravljanje startovanjem i zaustavljanjem trake pomocu tastera.

2. Druga varijanta ukljucuje displej za prikaz zadate brzine kretanja trake, vreme trajanja
eksperimenta i ukupno predenu udaljenost nakon zavrSetka eksperimenta. Takode,
postoje tasteri za podeSavanje brzine, startovanje i zaustavljanje.

3. Tre¢a varijanta omogucava povezivanje tredmila sa personalnim racunarom, a
odgovarajuci softver kontroliSe rad uredaja i evidentira sve potrebne parametre. Svi
parametri imaju graficki prikaz na monitoru, i po zahtevu korisnika, mogu se prilagoditi
pojedina¢nim potrebama i eksperimentalnim postavkama.

Obzirom da je upravo ova metodologija koriS¢ena u svim eksperimentima koji su
sprovedeni, detalji i sam nacin fragmentacije spavanja Ce biti objasnjeni u delu Materijal i
Metode.

Postojece metode su veoma korisne, ali sve ostavljaju prostor za unapredenje, prateci tok
vremena i automatizacije, naravno uz postovanje oderedenih ogranic¢enja. Ovde su opisana i
dva nova metoda za automatsko liSavanje spavanja (sleep device i treadmill) koji rade na
slicnom principu. Glavna razlika sa prethodno opisanim metodama, kao $to je recimo metoda
forsirane lokomocije je Sto je omogucena Sira i efikasnija manipulacija s obzirom da se

33



Uvod

programskom Semom mozZe upravljati brzinom i smerom kretanja trake i diska, moguc¢nost
dugotrajne manipulacije i smanjenje stresa kojem su izloZene Zivotinje imajuci u vidu da je
intreakcija sa ljudima svedena na minimum (Cathalijn i sar., 2011).

Glavni ciljevi automatizovanih metoda spavanja su: 1) postizanje Sto preciznije manipulacije
spavanja, bilo da je u pitanju parcijalna ili totalna deprivacija ili fragmentacija spavanja, 2)
odrzavanje nivoa kortikosterona unutar dozvoljenih granica, 3) $to manja lokomotorna
aktivnost Zivotnja tokom eksperimenta, 4) nepromenjena motivacija Zivotinja da ispune
zadatak, Sto je od suStinskog znacaja za vecinu kognitivnih funkcija, 5) standardizacija
metodologije i 6) automatizovana upotreba uz pomo¢ adekvatnog softvera bez interakcije
izvodaca u toku samog eksperimenta (Tobler i sar., 1997). Automatizovane metode
manipulacije spavanjem su znacajno efikasnije u odnosu recimo na metod forsirane lokomocije,
gde pacovi ipak uspevaju da spavaju kratak period vremena (5,7-8,6 %)(Gong i sar., 2004;
Guzman-Marin i sar., 2005) ili metode pazljivog rukovanja gde uspevaju da spavaju oko 6%
vremena (Deboer i sar., 2007).

1.8. Poremecaji spavanja i hormonski disbalans

Poremecaji spavanja, kao Sto su deprivacija spavanja ili apneja u spavanju, pokazali su
znacajne uticaje na hormonsku regulaciju u ljudskom telu. Hormoni igraju klju¢nu ulogu u
odrzavanju homeostaze, ukljuuju¢i metabolizam, imunoloSku funkciju i regulaciju
raspoloZenja. Stoga, promene u hormonskoj regulaciji usled poremecaja spavanja mogu
doprineti nizu negativnih zdravstvenih ishoda. Jedan od klju¢nih hormonskih sistema koji je
pogoden poremecajima spavanja je hipotalamo-hipofizno-adrenalna (HPA) osovina. HPA
osovina je odgovorna za prilagodavanje organizma na stres i ukljuCuje oslobadanje hormona
stresa kortizola. Nedostatak spavanja pokazao se kao faktor koji dovodi do povecanja nivoa
kortizola, ¢ak i u odsustvu stresora (Chennaoui i sar., 2015). Osim toga, hroni¢ni nedostatak
spavanja moZe dovesti do desenzitizacije HPA osovine, $to dovodi do smanjenja nivoa kortizola
i smanjenog odgovora na stres (McEwen, 2006).

Osim kortizola, problemi sa spavanjem takode uticu na druge hormone, poput insulina i
leptina, koji su ukljueni u metabolicku regulaciju. Nedostatak spavanja povezan je sa
smanjenom osetljivoS¢u na insulin i pove¢anom otpornos$¢u na insulin, $to moZe doprineti
razvoju metabolickih poremecaja poput gojaznosti i dijabetesa tipa 2 (Taheriisar., 2004). Osim
toga, pokazao se kao faktor koji dovodi do smanjenja nivoa leptina i povecanja grelina, $to
dovodi do povecanja apetita i unosa hrane (Spiegel i sar., 2004). Apneja u spavanju, cesto
prisutan poremecaj spavanja koji se karakterise prekidima disanja tokom spavanja, takode je
povezana sa hormonalnim promenama, narocito poveéanim nivoima hormona stresa kortizola
i smanjenim nivoima hormona rasta (GH) (Vgontzas i sar., 2003). Osim toga, ovaj poremecaj se
pokazao i kao faktor koji dovodi do smanjenja nivoa testosterona kod muskaraca, Sto moze
doprineti seksualnoj disfunkciji i smanjenju miSi¢ne mase (Luboshitzky i sar., 2002).
Poremecaji u HPA osi i drugim hormonskim sistemima mogu uticati na menstrualne cikluse i
plodnost kod Zena i doprineti erektilnoj disfunkciji i smanjenom kvalitetu sperme kod
muskaraca (Ehrmann et al., 2015).

Poremecaji spavanja takode mogu uticati na regulaciju raspoloZenja promenom nivoa
neurotransmitera poput serotonina i dopamina. Nedovoljno vreme spavanja je povezano sa
smanjenim nivoima serotonina, neurotransmitera koji je uklju€en u regulaciju raspoloZenja i
ciklusa spavanja i budenja, Sto moZe doprineti razvoju poremecaja raspoloZenja kao Sto je
depresija (Wisor et al,, 2001). Takode, apneja u spavanju je povezana sa smanjenim nivoima
dopamina, Sto moZe uticati na motivaciju i procesuiranje nagrada (Khan etal., 2017).
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U suStini, poremecaji spavanja imaju Sirok spektar uticaja na regulaciju hormona,
imunoloSku funkciju, regulaciju raspoloZenja i reproduktivno zdravlje. Ovi poremecaji mogu
dovesti do promena u nivoima kortizola, insulina, leptina, testosterona i hormona rasta, kao i
uticati na imunoloski sistem i funkciju neurotransmitera. Nastale hormonalne promene mogu
doprineti negativnim zdravstvenim ishodima, uklju¢uju¢i metabolicke poremecaje, poremecaje
raspoloZenja i seksualnu disfunkciju. Medutim, jo$ uvek nisu rasvetljeni tatni mehanizimi
preko kojih dolazi do ovih hormosnkih promena. Animalni modeli modulisanog spavanja, u tom
smisu, mogu dati znacajne odgovore.

1.8.1. Poremecaji spavanja i kortikosteron

Tokom spavanja, organizam reguliSe proizvodnju hormona, ukljuCujuci kortikosteron.
[straZivanja su pokazala da poremecaji spavanja, poput nesanice, apneje u spavanju i sindroma
nemirnih nogu, mogu poremetiti sposobnost organizma da reguliSe proizvodnju
kortikosterona, S$to dovodi do negativnih zdravstvenih ishoda. Studije su pokazale da
nedostatak spavanja moze dovesti do povecanja nivoa kortikosterona u organizmu. Na primer,
jedna studija je otkrila da su u€esnici nakon samo jedne no¢i bez spavanja imali znacajno vise
nivoa kortikosterona u poredenju sa kada su spavali celu no¢ (Yoo i sar., 2007). Druga studija
je pokazala da je kod pacova, koji su bili u stanju hroni¢ne deprivacije spavanja, zabeleZeno
povecanje nivoa kortikosterona (Magalhaes i sar., 2010). Pored toga, poremecaji spavanja su
povezani sa disfunkcijom hipotalamo-hipofizno-adrenalna (HPA) osovine, koja je odgovorna za
regulaciju organizma u odnosu na stres. Disfunkcija HPA osovine moZe dovesti do prekomerne
proizvodnje Kkortikosterona, Sto moZe imati negativne efekte na organizam. Na primer,
dugotrajno izlaganje visokim nivoima kortikosterona je povezano sa povecanim rizikom od
depresije, anksioznosti i drugih poremecaja raspoloZenja.

Dodatno, poremecaji spavanja mogu uticati na sposobnost organizma da se oporavi od
stresnih situacija. Studije su pokazale da osobe koje imaju poremecaje spavanja manje mogu da
se nose sa stresorima i da imaju sporiji period oporavka u poredenju sa osobama koje spavaju
dovoljno (Brosschot i sar., 2018). Ovo mozZe dovesti do ciklusa u kojem poremecaji spavanja
dovode do povecanog stresa i anksioznosti, Sto moZe dalje narusiti spavanje i pogorsati
negativne efekte kortikosterona na organizam.

1.8.2. Poremecaji spavanja i testosteron

Pokazano je da poremecaji spavanja znacajno utiCu na nivoe testosterona. Studije su otkrile
da poremecaji spavanja poput sleep apneje mogu dovesti do smanjenja nivoa testosterona kod
muskaraca (Luboshitzky i sar.,, 2002). U stvari, jedna studija je otkrila da su zdravi mladi
muskarci nakon samo jedne nedelje restrikcije spavanja doziveli pad nivoa testosterona za 10-
15% (Leproulti sar., 2011). Poremecaji u spavanju su takode povezani sa smanjenjem nivoa
testosterona i kod Zena (Prasad i sar., 2015).

Odnos izmedu spavanja i testosterona je dvosmeran, Sto znaci da niski nivoi testosterona
takode mogu uticati na kvalitet spavanja. Niski nivoi testosterona povezani su sa smanjenim
kvalitetom spavanja, pove¢anim no¢nim budenjima i skracenjem REM faze (Luboshitzky i sar.,
2002). Jedan od mehanizama putem kojih poremecaji spavanja mogu uticati na nivoe
testosterona je preko poremecaja hipotalamo-hipofizo-gonadalne (HPG) osovine. HPG osa je
odgovorna za regulisanje proizvodnje testosterona, a poremecaji u ovom sistemu mogu dovesti
do smanjenja nivoa testosterona. Pokazano je da poremecaji spavanja poput apneje u spavanju
mogu ometati HPG osovinu i doprineti smanjenju nivoa testosterona (Luboshitzky i sar., 2002).

Pored toga, poremecaji spavanja mogu uticati i na regulaciju drugih hormona koji doprinose
proizvodnji testosterona. Na primer, poremecaji u regulaciji kortizola, hormona koji proizvodi
nadbubrezna Zlezda, mogu doprineti smanjenju nivoa testosterona. Studije su pokazale da
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deprivacija spavanja moZe dovesti do povecanih nivoa kortizola, $to naposletku moze smanjiti
nivoe testosterona (Leproulti sar., 2011).

1.8.3. Poremecaji spavanja i estrogen

Estrogen je odgovoran za razvoj i odrZzavanje Zenskog reproduktivnog sistema, zdravlje
kostiju i razli¢ite metabolicke funkcije.

U studiji Bakera i sar. pokazano je da Zene koje su imale subjektivno los kvalitet spavanja
imaju niZe nivoe estrogena u poredenju sa Zenama koje su navele da su uredno spavale (Baker
i sar., 2012). Drugo istrazivanje je pokazalo da Zene koje pate od apneje u spavanju imaju
znacajno niZe nivoe estradiola, u poredenju sa Zenama koje nemaju ovaj poremecaj (Kim i sar.,
2017). Ovi nalazi ukazuju da poremecaj spavanja moze poremetiti proizvodnju estrogena i
doprineti negativnim zdravstvenim ishodima kod Zena. Takode, poremecaji u regulaciji
kortizola, mogu doprineti smanjenju nivoa estrogena. Studije su pokazale da deprivacija
spavanja moZe dovesti do povecanja nivoa kortizola, $to moZe na kraju smanjiti nivoe estrogena
(Spiegel i sar., 1999).

Pokazano je da su poremecaji spavanja povezani sa povecanim rizikom od raka dojke, koji
je povezan sa nivoima estrogena. Studija je pokazala da su postmenopauzalne Zene koje su
prijavile lo$ kvalitet spavanja imale viSe nivoe estrogena i bile su izloZene pove¢anom riziku od
razvoja karcinoma dojke (Wang i sar., 2016).

1.8.4. Poremecaji spavanja i progesteron

Progesteron igra klju¢nu ulogu u reproduktivnom zdravlju Zena. On je odgovoran za
pripremu i odrzavanje materice za trudnocu, regulaciju menstrualnog ciklusa i razlicite druge
reproduktivne funkcije. IstraZzivanja su pokazala da poremecaji spavanja, kao $to su nesanica,
apneja u spavanju i sindrom nemirnih nogu, mogu poremetiti sposobnost organizma da
reguliSe proizvodnju progesterona. U ve¢ pomenutom istraZivanju Bakera i sar. (2012), Zene
koje su subjektivno imale los kvalitet spavanja su imale niZe nivoe progesterona u odnosu na
one koje nisu imale tegobe sa spavanjem. Drugo istrazivanje je pokazalo da Zene sa apnejom u
spavanja imaju znacajno niZe nivoe progesterona u poredenju sa Zenama bez ovog poremecaja
(Liu i sar., 2015). Ovi nalazi ukazuju da nedostatak sna moZe poremetiti proizvodnju
progesterona i doprineti negativnim zdravstvenim ishodima kod Zena.

1.9. Uticaj poremecaja spavanja na neuroinflamaciju, oksidativni stres i neurogenezu
1.9.1. Poremecaji spavanja i neuroinflamacija

Dobro je poznato da poremecaji spavanja mogu znacajno uticati na naSe opSte zdravlje,
uticuci na raspoloZenje, kognitivne funkcije i fizicko blagostanje. Jedan od kljucnih faktora koji
mogu biti pogodeni poremecajima spavanja je neuroinflamacija, kompleksan proces koji
ukljuCuje aktivaciju imunih celija u mozgu, $to moZe dovesti do proizvodnje raznih citokina,
ukljucujudi interleukine.

Brojne studije su pokazale da poremecaji spavanja, poput nesanice ili fragmentacije
spavanja, mogu dovesti do povecane neuroinflamacije u mozgu (Haack i sar., 2007; Zielinski i
sar.,, 2014). Na primer, studija Haack i sar. (2007) je otkrila da nesanica kod zdravih
dobrovoljaca povecava proizvodnju interleukina-6 (IL-6), proinflamatornog citokina koji je
ukljucen u regulaciju imunskih i inflamatornih odgovora. Slicno tome, Zielinski i sar. (2014) su
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dokazali da hroni¢na fragmentacija spavanja kod miSeva dovodi do povecane aktivacije
mikroglije, imunih ¢elija u mozgu koje igraju klju¢nu ulogu u neuroinflamaciji.

Odnos izmedu poremecaja spavanja i neuroinflamacije je kompleksan i obostran. S jedne
strane, neuroinflamacija moZe naruSiti normalne obrasce spavanja, Sto dovodi do daljih
poremecaja spavanja. Na primer, istraZivanja su pokazala da poviSeni nivoi IL-6, klju¢nog
citokina koji je ukljucen u neuroinflamaciju, mogu narusiti arhitekturu spavanja i smanjiti
kvalitet spavanja (Vgontzas i sar., 2004). S druge strane, poremecaji spavanja mogu dovesti do
aktivacije imunskih ¢elija u mozgu, Sto pokrece neuroinflamaciju. Na primer, studija Vgontzas i
sar. (2004) je otkrila da nesanica kod zdravih dobrovoljaca dovodi do povecanih nivoa IL-6 i
drugih proinflamatornih citokina.

Interleukini, klasa citokina koji su uklju¢eni u regulaciju imunskih i inflamatornih odgovora,
posebno su vazni u kontekstu spavanja i neuroinflamacije. IL-1f3, IL-6 i tumor nekroza faktor-
alfa (TNF-a) su medu najistraZivanijim interleukinima u kontekstu spavanja i neuroinflamacije
(Krueger i sar., 2010). Ovi citokini proizvode se od strane imunskih ¢elija u mozgu, ukljucujuci
mikrogliju i astrocite, i mogu uticati na spavanje i budnost putem raznih mehanizama (Krueger
isar., 2010).

Neuroinflamacija je klju¢ni proces koji igra presudnu ulogu u odrZavanju normalnog
funkcionisanja mozga, ali poremecaji normalnog obrasca spavanja mogu dovesti do povecane
inflamacije i proizvodnje citokina. Potrebna su dalja istrazivanja kako bi se u potpunosti
razumela sloZena veza izmedu spavanja i neuroinflamacije i razvile efektivne intervencije za
reSavanje poremecaja spavanja i njihovog uticaja na zdravlje mozga.

1.9.2. Poremecaji spavanja i oksidativni stres

Poremecaji spavanja imaju znacajan uticaj na celokupno zdravlje i dobrobit ¢oveka. Dok je
poznato da spavanje igra klju¢nu ulogu u regeneraciji organizma, sve veci broj istraZivanja
ukazuje na vezu izmedu poremecaja spavanja i prisustva oksidativnog stresa i reaktivnih
kiseoni¢nih radikala (ROS) (Hill i sar., 2018). NarusSeni balans mehanizama antioksidativne
zastite i formiranje slobodnih radikala identifikuje se kao oksidativna disrupcija ili disbalans
redoks sistema. Slobodni radikali se kategorizuju kao reaktivni azotni oblici (eng. Reactive
nitrogen species -RNS) i reaktivni kiseonicni oblici (eng. Reactive oxygen species -ROS). Reaktivni
kiseoni¢ni oblici predstavljaju kompleksnu grupu entiteta koji nastaju tokom procesa
oksidativnog metabolizma (Finkel, 2011), a zavisno od prisustva slobodnih elektrona, od ¢ega
inace i proizilazi njihova reaktivnost, oni mogu biti ili radikali ili neradikali (Pizzino i sar. 2017).

Najreaktivniji radikalski oblik ROS je hidroksilni radikal (OH*), stvoren reakcijom O2*- sa
H202 u Fentonovoj reakciji, uz ucesc¢e Fe?+* ili Cu* jona (Walling i sar., 2021). Formiranje ROS
moZe biti posledica unutrasnjih (imunoloske reakcije, inflamacija, tkivna ishemija, infekcije,
tumori, starenje i hronic¢ni stres) i spoljasnjih faktora (teski metali, lekovi, organski rastvaraci,
radijacija i upotrebu duvana) (Slika 1.12.; Zhang i sar., 2021a). ROS imaju razne fizioloSke uloge,
ukljuCuju¢i uniStavanje patogena unutar fagolizozoma nakon fagocitoze i ulogu signalnih
molekula u brojnim signalnim putevima, odrZavanje aktivnosti sinapsi, uniStavanje patogena i
maligno alterisanih Celija (Beckhauseri sar., 2016).

37



INFLAMACUA T INFEKCUA: DISBALANS JONA:

- Citokini % - M

- Hemokini = i 4 g
- Prostaglandini r.7 .« kidid

ZAGADIVACT VAZDUHA TESKI METALI
5. ROS A
$ 5‘(’)\ -.':'I - CdHg )
- coxo Bl - P,Cu
N
0, H,0,

ZRACENJE: KSENOBIOTICI:
- I\:mtcmc : - Antibiotici i aditivi -
- Neutronsko zraéenje - Pesticidi i polutanti F\” 2
- o fym - Hemioterapija

Slika 1.12. Faktori koji uti¢u na nastanak slobodnih radikala (A) i odbrana organizma
endogenim enzimima (B)
Prema Rakotoarisoa i sar., 2019. Za detalje pogledati poglavlje Uvod 1.9.2.
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Slika 1.13. Mehanizmi antioksidativne zasStite

Kiseonicki hiperoksidni radikus (0O:*-) nastao putem redukcije jednog elektrona u molekulu kiseonika (0;)
putem kataliticke interakcije transformise se u vodonikov peroksid, koji se pod dejstvom katalaze (CAT) i
glutation peroksidaze (GPx) preobraZava u H:0 i Oz Kroz proces Fentonove reakcije, iz H20; se generise
hidroksilni radikus (OH*), aktivno ukljucen u kompleksni lanac slobodnih kiseonicnih reakcija. Reakcija
katalizovana od strane GPx, kao i interakcije sa slobodnim radikusima, rezultira potro$njom redukovanog
glutationa (GSH) i formiranjem oksidovanog glutationa (GSSG). GSSG se moZe regenerisati do GSH u:
posredstvo enzima glutation transferaze (GST), pri cemu dolazi do potrosnje NADPH i formiranja NADP*.
Vitamin C i a-lipoinska kiselina su sposobni da oksidirani GSSG regenerisu u redukovani GSH. Vitamin E
eliminise lipidne perokside i okoncava lanac oksidativnih procesa, istovremeno doprinoseci redukciji
Vitamina C. Izmenjeno prema referenci Sindhu i sar. (2022).
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Endogeni sistem zastite od oksidativnog stresa moZe se manifestovati kao enzimski (inicijalni)
ili neenzimski (antioksidansi). Enzimska zaStita se ostvaruje posredstvom superoksid
dismutase (katalizuje pretvaranje Oz°~ u H202 i O2°*; H202 koji nastaje dalje se eliminiSe putem
enzimske aktivnosti katalaze i glutation peroksidaze), katalaze (razlaZe H202 u H20 i 02°),
glutation reduktaze, glutation peroksidaze (uklanja H202 u niskim koncentracijama) i glutation-
S-transferaze (Slika 1.13.), dok neenzimsku predstavljaju supstance sposobne za zaustavljanje
oksidacije supstrata (Irshad i Chaudhuri 2002).

Neenzimski antioksidansi obuhvataju heterogenu grupu endogeno sintetisanih ili egzogenih
jedinjenja (Irshad i Chaudhuri 2002). Reaktivni kisoni¢ni radikali sa nesparenim elektronima,
reaguju s bioloSkim makromolekulima (ugljeni hidrati, proteini, lipidi) kada su
hiperprodukovani, formiraju¢i nove slobodne radikale koji dalje ucestvuju u hemijskim
reakcijama. Najreaktivniji slobodni radikal, OH*, brzo reaguje s bioloskim makromolekulima,
nanoseci im Stetu.

Vremenski raspon postojanja slobodnih radikala je izrazito kratak, Sto ih ¢ini tesko
merljivim pod standardnim laboratorijskim okolnostima. Stoga se za procenu oksidativnog
stresa koriste biomarkeri lipidne peroksidacije, i oksidativnog oStec¢enja proteina i DNK (Irshad
i Chaudhuri 2002), ¢ija kvantifikacija omogucava bolje razumevanje patofizioloskih
mehanizama oStecenja tkiva pod uticajem oksidativnog stresa (Sandhu i Birnboim 1997;
Yavuzer i sar., 2016; Gawet i sar., 2004; Murphy i sar., 2022).

Nervno tkivo karakteriSu visok metabolizam, potreba za kiseonikom, obilje mitohondrija i
visok sadrZaj polinezasi¢enih masnih kiselina (Watts i sar., 2018), $to ga ¢ini veoma osetljivim
na oStecenja izazvana povecanim ROS.

Poremecaji spavanja, kao $to su nesanica, apneja tokom spavanja i poremecaji cirkadijalnog
ritma, mogu dovesti do povecane osetljivosti organizma na oksidativni stres. Na primer,
istraZivanja su pokazala da osobe koje pate od nesanice cesto imaju smanjen nivo
antioksidativnih enzima kao $to su superoksid dismutaza (SOD) i glutation peroksidaza (GPx).
Smanjena sposobnost organizma da neutraliSe ROS moZe dovesti do akumulacije Stetnih
slobodnih radikala i oksidativnog oSteCenja. Apneja tokom spavanja, koja se karakteriSe
prekidima u disanju tokom spavanja, takode moZe doprineti oksidativnom stresu. Tokom
apneje dolazi do promene u nivou kiseonika u krvi, $to moZe izazvati pove¢anu produkciju ROS.
Oksidativni stres moZe dalje oStetiti disajne puteve i povecati inflamaciju, stvaraju¢i zacarani
krug koji dodatno pogorsava poremecaj disanja tokom spavanja.

Poremecaji cirkadijalnog ritma, kao $to su promene u radu nocu ili ¢est putovanja preko
vremenskih zona, takode mogu poremetiti ravnotezu izmedu antioksidativnih sistema i ROS.
Cirkadijalni ritam igra kljutnu ulogu u regulaciji proizvodnje antioksidativnih enzima i
detoksikacije. Poremecaji ovog ritma mogu dovesti do nedovoljne produkcije antioksidanata,
povecane proizvodnje ROS i povecane osetljivosti Celija na oksidativni stress (Fengi sar., 2022).

[ako istrazZivanja ukazuju na jasnu vezu izmedu poremecaja spavanja i oksidativnog stresa,
kompleksnost ove interakcije zahteva dalja istraZivanja. Razumevanje mehanizama preko kojih
poremecaji spavanja dovode do povecane produkcije ROS moZe imati vazne implikacije za
razvoj terapija koje ciljaju smanjenje oksidativnog stresa kod osoba sa poremecajima spavanja.

1.9.3. Poremec¢aji spavanja i neurogeneza

Neurogeneza, proces stvaranja novih neurona, klju¢na je za normalno funkcionisanje mozga
tokom celog Zivota. Mnoga istrazivanja su pokazala da nedostatak i poremecaji spavanja mogu
negativno uticati na neurogenezu, Sto moZe dovesti do poremecaja u kognitivnim i
emocionalnim funkcijama mozga.
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Jedan od klju¢nih faktora koji moZe uticati na neurogenezu je nivo stresa. Stres moze uticati
na proizvodnju novih neurona u hipokampusu, delu mozga koji je vazZan za ucenje i pamcenje.
Nekoliko studija je pokazalo da hroni¢ni stres moZe dovesti do smanjenja neurogeneze u
hipokampusu (Czeh i sar., 2007; McEwen, 1999). Medutim, nedostatak spavanja takode moZe
biti faktor koji doprinosi smanjenju neurogeneze.

Nedostatak spavanja moZe negativno uticati na neurogenezu na nekoliko nacina. Prvo, moze
dovesti do povecanja nivoa kortizola, hormona stresa koji moZe uticati na neurogenezu
(Mirescu i sar., 2006). Drugo, nedostatak spavanja moze uticati na ekspresiju gena koji su vazni
za neurogenezu (Havekesisar., 2012). Konacno, moze uticati na razlicite neurotransmitere koji
su ukljuceni u neurogenezu, ukljucujuéi serotonin i dopamin (Wadhwa i sar., 2021).

Medutim, postoji i suprotna strana. Nekoliko studija je pokazalo da spavanje nakon ucenja
moZe pozitivno uticati na konsolidaciju memorije i povecanje neurogeneze (Diekelmann i Born,
2010; Mander i sar., 2013). Tokom spavanja, mozak obraduje informacije koje su primljene
tokom dana, a nedostatak spavanja moZe dovesti do slabije konsolidacije memorije i smanjene
neurogeneze.

Nedostatak spavanja moZe negativno uticati na neurogenezu, Sto moZe dovesti do razlicitih
poremecaja u funkcijama mozga. Medutim, spavanje nakon ucenja moZe pozitivno uticati na
konsolidaciju memorije i povec¢anje neurogeneze. Dalja istrazivanja su potrebna kako bi se
razumela kompleksna veza izmedu spavanja i neurogeneze.

Astrociti imaju klju¢nu ulogu u podrsci neuronske funkcije i odrzavanju opste homeostaze.
Ove Ccelije ekprimiraju glialni fibrilarni kiseli protein (GFAP) i imaju razlic¢ite funkcije,
ukljucujuci regulaciju nivoa neurotransmitera, pruZanje metabolicke podrSke neuronima i
odrzavanje krvno-moZzdane barijere. Nedavna istrazivanja su se fokusirala na odnos izmedu
poremecaja spavanja i astrocita, posebno GFAP-pozitivnih. Bellesi i sar. (2017) su pokazali da
produZena budnost povecava ekspresiju GFAP-a u astrocitima, Sto ukazuje na potencijalnu vezu
izmedu neadekvatnog spavanja i aktivacije astrocita. Takode, ukljuceni su u regulaciju ciklusa
spavanje/budnost kroz ulogu u homeostazi adenozina, kao $to je pokazano u sudiji Halassa i
sar. (2009). Poremecaji spavanja mogu ometati eliminaciju adenozina od strane astrocita, Sto
dovodi do povecane pospanosti i promenjenih obrazaca spavanja. Disrupcija spavanja je takode
povezana sa povecanim nivoima proinflamatornih citokina u mozgu, koji mogu indukovati
astrogliozu, proliferaciju i aktivaciju astrocita, uklju¢uju¢i GFAP-pozitivne astrocite. Parhizkar
i sar. (2023) su pokazali da hroni¢na deprivacija spavanja dovodi do povecane astroglioze i
ekspresije GFAP-a u hipokampusu, Sto ukazuje na potencijalnu vezu izmedu poremecaja
spavanja, inflamacije i odgovora astrocita. Efekti poremecenog spavanja na GFAP-pozitivhe
astrocite imaju Sire implikacije na neurolo$ku funkciju. Aktivirani astrociti, usled poremecenog
spavanja, uticu na sinapticku transmisiju i neuronsku funkeciju, ¢ime se mogu ometati kognitivni
procesi kao $to su konsolidacija memorije, u€enje i regulacija raspoloZenja.

Dablkortin (DCX) je protein koji se preteZzno eksprimira u nezrelim neuronima i Siroko se
koristi kao marker u istrazZivanjima neurogeneze. DCX ima klju¢nu ulogu u migraciji neurona,
diferencijaciji i razvoju dendrita, znacajno doprinoseci plasti¢nosti i prilagodljivosti mozga.
Poremecaji spavanja znacajno mogu uticati na ekspresiju DCX-a i neurogenezu.. Meerlo i
saradnici (2009) su pokazali da nedostatak spavanja kod glodara dovodi do smanjenja
ekspresije DCX-a u hipokampusu, Sto sugeriSe da poremecaji spavanja mogu ometati stvaranje
i sazdrevanje novih neurona. Poremeceni obrasci spavanja, koji se vidaju kod insomnije i
deprivacije spavanja, imaju negativan uticaj na neurogenezu u hipokampusu i ekspresiju DCX-
a. Istrazivanje koje su sproveli Mueller i sar. (2008) ukazuje da deprivacija spavanja smanjuje
prezivljavanje DCX-pozitivnih neurona u hipokampusu, Sto potencijalno utiCe na kognitivne
funkcije kao Sto su prostorna memorija i prepoznavanje obrazaca. Uticaj poremecaja spavanja
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na DCX-pozitivne neurone ima ozbiljne kognitivne posledice. Promene u ekspresiji DCX-a usled
poremecaja spavanja mogu poremetiti sinapti¢nu plasticnost, dovodeci do kognitivnih deficita
i poremecaja raspoloZenja (Sahay i sar., 2011).

Parvalbumin (PV) pozitivni neuroni su subpopulacija inhibiornih interneurona koji se
nalaze u razli¢itim regionima mozga, posebno u cerebralnom korteksu i hipokampusu. Oni
imaju kljutnu ulogu u regulisanju ravnoteze izmedu excitacije i inhibicije. PV-pozitivni
interneuroni se karakteriSu ekspresijom parvalbumina, proteina koji vezuje kalcijum i pomaZze
u kontroli intracelularnog nivoa kalcijuma, doprinoseci brzom okidanju akcionog potencijala.
Njihova osnovna funkcija je sinhronizacija neuronske aktivnosti i odrzavanje preciznosti
obrade informacija. Novija istraZivanja su pokazala kako poremecaji spavanja mogu uticati na
PV-pozitivne interneurone i njihove funkcije. Hroni¢ni nedostatak spavnja i disrupcija spavanja
su povezani sa promenama u aktivnosti PV-pozitivnih interneurona. Vecsey i sar.(2009) su
pokazali da deprivacija spavanja dovodi do smanjenja ekspresije PV u hipokampusu miseva,
Sto je bilo udruzeno sa poremecajem kognitivnih funkcija. PV-pozitivni interneuroni su od
susStinskog znacaja za generisanje gama oscilacija, klju¢nog neuronskog ritma povezanog sa
razlic¢itim kognitivnim procesima, ukljuCuju¢i paznju, radnu memoriju i senzornu percepciju.
Poremecaji spavanja mogu uticati na gama oscilacije, potencijalno putem promena u aktivnosti
PV-pozitivnih interneurona. Naime, deprivacija spavanja kod glodara narusava sinhronizaciju
tih neurona i smanjuje gamma oscilacije, Sto upucuje na potencijalni mehanizam koji se nalazi
iza kognitivnih oSte¢enja povezanih sa poremecajima spavanja (Sohal i sar., 2009). Poremecaji
spavanja Cesto su udruZeni sa neurolosSkim i psihijatrijskim poremecajima, ukljucujuci
shizofreniju i depresiju. PV-pozitivni interneuroni su povezani sa patofiziologijom ovih stanja.
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Ciljevi istrazivanja

Ciljevi ove doktorske disertacije bili su da se ispita uticaj fragmentacije spavanja,
eksperimentalno izazvane po modelu apneje u spavanju, na:

1. Podloznost za epileptogenezu analizirajuc¢i bihejvioralne i elektroencefalografske
karakteristike konvulzija izazvanih lindanom.

2. PonaSanje povezano sa anksioznoScu i ponaSanje povezano sa depresijom na osnovu
odgovaraju¢ih bihejvioralnih testova za procenu anksioznosti i depresije kod
eksperimentalnih Zivotinja.

3. Nivo proinflamatornih citokina (IL-1f i IL-6), kao i redoks status u serumu i mozdanim
strukturama: hipokampusu, talamusu i cerebralnom korteksu

4. Serumske nivoe hormona kortikosterona, estradiola, progesterona i testosterona.

5. Proces neurogeneze u dentatnom girusu hipokampusa, analizom markera proliferacije,
proteina Ki-67 i markera mladih neurona, dablkortina (DCX), zatim proces gliogeneze u
dentatnom girusu hipokampusa, analizom ekspresije glijalnog fibrilarnog kiselog
proteina (GFAP), citoskeletnog intermedijernog proteina, koji predstavlja marker
astrocita, kao i aktivnost inhibitornih interneurona u svim regionima hipokampusa,
analizom ekspresije parvalbumina (PV), markera inhibitornih interneurona.
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Materijal i metode

3.1. Eksperimentalne Zivotinje

U eksperimentima su upotrebljeni muZjaci pacova soja Wistar albino starosti 10-11 nedelja
na pocetku eksperimenta, tezine 220-240g. (Vivarijum Vojnomedicinske akademije u
Beogradu). Nakon pristizanja u laboratoriju, smeStene su u transparentne kaveze od
pleksiglasa, obloZene piljevinom, i imale su stalno dostupnu hranu i vodu (ad libitum), pri
konstantnim, strogo kontrolisanim, ambijentalnim uslovima (temperatura od 22+2 °C; vlaznost
od 555 %; ciklus svetla-tame od 12 sati, sa poc¢etkom svetlosnog perioda u 08:00 h).

Svaka Zivotinja je prosla period aklimatizacije na laboratorijske uslove, trajanja 7 dana,
ukljuCuju¢i prilagodavanje na standardne ambijentalne wuslove i navikavanje na
eksperimentatora, zbog bihejvioralne prirode istraZivanja, gde strah od manipulacije moze
znacajno uticati na eksperimentalne varijable. Svi bihejvioralni eksperimenti, kao i
manipulacija Zivotinjama, tokom postupaka, bili su sprovedeni od strane iskusnog i obu¢enog
istrazivaca, na koga su Zivotinje prethodno prilagodene. Sve supstance su administrirane
intraperitonealnim putem (i.p.), ukoliko drugacije nije naznaceno.

Svi eksperimentalni postupci sprovedeni u okviru ove disertacije bili su u skladu sa
Direktivom Evropskog parlamenta (2010/63/EU), vaZe¢im eti¢kim i etoloSkim prinicipima i
legislativom i odobreni su od strane relevantnih institucionalnih i nacionalnih etickih tela
(Odluka Komisije za zaStitu dobrobiti eksperimentalnih Zivotinja br. 8026/2 i ReSenje Uprave
za veterine Ministarstva za poljoprivredu, Sumarstvo i vodoprivredu br. 323-07-05290/2017-
05).

3.2. Fragmentacija spavanja

Fragmentacija spavanja postignuta je modifikovanom metodom na pokretnoj traci
(McKenna i sar., 2007). Aparat sa pokretnom trakom za male eksperimentalne Zivotinje ili
tredmil (NeuroSciLaBG-Treadmill, Elunit, Srbija), koji je koriS¢en u ovim eksperimentima, ¢ini
pokretna traka cije je kretanje u duZem vremenskom periodu kontrolisano pomocu unapred
definisanog eksperimentalnog protokola, odgovaraju¢im kompjuterskim programom. Sva
softverska reSenja kao i kretanje trakte prethodno su provereni u pilot studiji, uz saradnju sa
Elektrotehnickim fakultetom,
Univerziteta u Beogradu.

Tredmil
kontrola-TC

Prema prethodnim studijama,
unapred su definisana dva reZima
aktivnosti aparata i to ON i OFF, tako
da ON oznacava Kkretanje trake
brzinom od 0,02 m/s, a OFF reZim
mirovanje trake (stajanje, brzina 0,00
m/s). Sve Zivotinje su, pre tretmana,
adaptirane na rad aparata tokom dva
dana u sesijama od po 1h, sa
naizmeni¢nim smenjivanjem ON i
OFF reZima rada svakih 5 min (5 min
ON : 5 min OFF; 1h). Intervali

Slika 3.1. Eksperimentalne grupe i protokol rada [ragmentacije spavanja su podeseni

(sedentarna)

Fragmentacija

30s ON : 90s OFF

spavanja-FS

Aktivnost

ON - 0,02m/s Kontrola-AC

OFF-> 0,00 m/s

pokretne trake tredmila da odgovaraju spavanju pacijenata sa
Prikazane su ekperimentalne grupe i reZim rada pokretne ~ teSkom apnejom u spavanju. U tim
trake u zavisnosti od grupe kojoj su Zivotinje pripadaju. uslovima u toku jednog sata postoji

30 prekida spavanja, Sto odgovara
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fragmentima od po 2 min u kojima se naizmeni¢no smenjuje ON i OFF aktivnost pokretne trake.
Stoga je tredmil programiran tako da se naizmeni¢no smenjuju 30s ON i 90s OFF rezZim rada
trake (fragmentacija spavanja: grupa SF).

Korespondentnu aktivnost/stres kontrolnu grupu cinile su Zivotinje koje su boravile u
aparatu sa pokretnom trakom sa aktivnos¢u podesenom da ukupna koli¢ina pokreta tj. ukupno
kretanje pacova bude jednako kretanju Zivotinja u SF grupi, a da im se ne fragmentiSe spavanje.
Stoga je reZim rada pokretne trake podeSen u ciklusima od 10 min ON i 30 min OFF (stres
"activity" kontrolna: grupa AC).

Pacovi koji su boravili u aparatu pri mirovanju trake sa uslovima ekvivalentnim njihovom
boravku u kavezima Cinili su sedentarnu kontrolnu grupu TC. (Slika 3.1.). Kompletan
eksperimentalni dizajn, kao i metoda fragmentacije spavanja planirani su prema vec
ustaljenom protokolu i standrdizovanom rezimu kretanja trake (McKenna i sar., 2007;
Guzman-Marin i sar., 2007; McCoy i sar., 2007; Ward i sar., 2009).

3.3. Eksperimentalni dizajn
[strazivanja u okviru ove doktorske disertacije realizovana su kroz tri eksperimentalna bloka.

3.3.1. Uticaj fragmentacije spavanja na ekscitabilnost centralnog nervnog sistema i
epileptogenezu

[spitivanje uticaja akutnih i hroni¢nih efekata fragmentacije spavanja na podloZnost za
razvoj epilepti¢nih napada i mozdanu ekscitabilnost sprovedeno je pra¢enjem bihejvioralnih
(Stanojlovic¢isar.,2009) i elektroencefalografskih karakterisitika epilepti¢nih napada izazvanih
subkonvulzivnom dozom lindana. Akutna fragmentacija spavanja je sprovedena jednokratno
tokom prvih Sest sati svetle faze ciklusa svetlo/tama. U eksperimentu je koris¢eno 54 Zivotinje,
po 18 u svakoj od tri grupe, od ¢ega je kod 12 Zivotinja iz SF, ACi TC grupa administriran lindan
u subkonvulzivnoj dozi 4 mg/kg, i.p. ¢ime su formirane SF+L, AC+L i TC+L grupe (n=6 u svakoj),
a po 6 zivotinja iz svake grupe rastvarac dimetilsulfoksid pri ¢emu su formirane SFc, ACci TCc
grupe (n=6 u svakoj).

54 ZIVOTINJE

SF grupa AC grupa TC grupa
n=18 n=18 n=18
Lindan 4mg/kg i.p. Dimetilsulfoksid
Po 12 iz svake grupe Po 12 iz svake grupe
SF+L AC+L TC+L SFc ACc TCc
n=12 n=12 n=12 n=6 n=6 n=6
EEG akvizicija Procena
n=6 iz svake grupe bihejviora-skala
n=6 iz svake grupe

Slika 3.2. Sematski prikaz raspodele Zivotinja nakon akutne fragmentacije spavanja
po grupama i tretmana Zivotinja u zavisnosti od grupe u kojoj se nalaze.
Za dalje objasnjenje pogledati tekst.
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Monitoring bihejvioralnih karakterisitka konvulzivnih napada i akvizicija EEG signala vrSeni
su tokom naredih 30 min nakon administracije lindana (Slika 3.2.). Od 12 Zivotinja iz svake
grupe koje su dobile Lindan, 6 je upotrebljeno za bihejvioralnu analizu, dok je preostalih 6 imalo
prethodno implantirane elektrode i koriS¢eno je za akviziciju EEG signala.

Hroni¢na fragmentacija spavanja je sprovedena tokom 14 uzastopnih dana u prvom delu
svetle faze u trajanju od po 6 sati. Eksperimentalni dizajn prikazan je shematski na Slici 3.3. U
ovom delu eksperimenta ucestovalo je ukupno 54 eksperimentalne Zivotinje, koje su nakon ve¢
opisane aklimatizacije i adaptacije na tredmil bile podvrgnute jednom od tri protokola (n=18 u
svakom) na tredimilu, tokom 6 sati svetlog perioda (izmedu 8h ujutro i 14h) narednih 14 dana
uzastopno. Neposredno po zavrSetku ovih protokola fragmentacije spavanja (24. dan), Zivotinje
su podeljene tako da je jedna trecina Zivotinja (n=6) tretirana subkonvulzivnom dozom lindana
4mg/kg intraperitonealno (SF14+L, AC14+L, TC14+L), druga tre¢ina Zivotinja (n=6) je
tretirana dimetilsulfoksidom (kontrolna grupa za hemokonvulzant, SFc, ACc i TCc). Ovih 12 je
imalo prethodno implantirane elektrode za EEG akviziciju. Preostala tre¢ina Zivotinja (n=6) je
neposredno po zavrSetku 14-dnevnog protokola Zrtvovana i uzorkovani su serum i mozak za
analizu citokina IL1-f i IL6.

1.dan 8.dan 10. dan 24. dan
Vreme \mumy ... *
14 Uzastopnih dana
2 2, 8ir=d4h Konvulzije
53 s g
T o > © . L
% E % % .5 SF grupa Konvulzivni bihejvior
50 ‘é ) 5 (30secON/90sec |+ « EEG analiza
£ 'g = a OFF) (n=18)
2 n=6 iz svake grupe
2 —
- . 7] (SF14+L, AC14+L, TC14+L, SFc, ACc, TCc)
ALl atiation Adaptacija na tredmil, s
i _|zzaon| 1 satpo danu g ACgrupa
1 E’::'S(Z) (5 min ON/ 5 min OFF) £ (10min ON/30min  f—sy)
(n=54) = OFF) (n=18) Uzorkovanje tkiva
-
g H “IL-1p
° *IL-6
2 TCgrupa e
0 — n=6 iz svake grupe
% (konstantno OFF)
= (n=18)

Slika 3.3. Sematska ilustracija eksperimentalnog dizajna.

Po dolasku u laboratoriju, Zivotinje su narednih sedam dana aklimatizovane na laboratorijske uslove.
Fragmentacija spavanja je postignuta upotrebom tredmila za male eksperimentalne Zivotinje.
od 1 sata. Za proceduru fragmentacije spavanja ( pocetak je na sSemi obeleZen kao dan 10 na vremenskoj
osi), Zivotinje (n=54) su podvrgnute jednom od tri protokola (n=18 u svakom) na tredimilu, tokom 6 sati
svetlog perioda (izmedu 8h ujutro i 14h) narednih 14 dana uzastopno: eksperimentalna grupa-protokol
za fragmentaciju spavanja (SF : 30s OFF: 90s ON rezim, 30 prekida na sat); kontrolna grupa za aktivnost
(AC: 10min ON: 30min OFF reZim; 1.5 prekida spavanja na sat); sedentarna (tredmil) kontrola (TC:
konstantno OFF rezim, 0 prekida spavanja na sat). 24tog dana, jedna treéina Zivotinja iz svih grupa je
dobila DMSO ¢inedi tako SFc, ACc i TCc grupe (n=6 po grupi), koje su sluZzile kao kontrolne grupe za
hemokonvulzant. Preostala tredina Zivotinja iz svake od grupa (SF, AC i TC) su odmah nakon
fragmentacije Zrtvovane u cilju uzimanja seruma i izolacije moZdanih struktura (korteks, hipokampus,
talamus) kako bi se odredili citokini (1I-16, IL6).
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3.3.2. Uticaj fragmentacije spavanja na anksioznost

I[spivanje uticaja fragmentacije spavanja na anksioznost sprovedeno je takode u dva
segmenta. Prvi segment je Cinila akutna fragmentacija spavanja koja je sprovedena uz pomo¢
tredmila za male Zivotinje na prethodno opisan nacin, nakon Cega su testirane sa tri
reprezentativna bihejvioralna testa za ispitivanje anksioznosti: test otvorenog polja (OPF),
uzdignuti krstasti lavirint (EPM) i test svetlo/tama (LD). Odvojena grupa Zivotinja koja je prosla
fragmentaciju spavanja je upotrebljena za hormonsku analizu: kortikosteron, estradiol,
testosteron i progesteron (Slika 3.4.).

1. dan 8.dan 10.dan 10.dan
Vreme | - - - |
8h 14h e 5 5
Bihejvioralni testovi
SF grupa *Test otvorenog polja
(30secON/ 90sec

OFF) (n=14) *Svetlo tama test

*Uzdignuti krstasti labirint

Adaptacija na tredmil, =8
Aklimatizacioni M n=8 iz svake grupe

it 1satnada
:’n i .0 (5 min ON / 5 min OFF)
(n=42)

ACgrupa
(10 min ON / 30 min

OFF) (n=14) Hormonske analize

—>
—
*Kortikosteron
TC grupa *Progesteron

(constantly OFF) *Estradiol
(n=14) *Testosteron
n=6 iz svake grupe

Protokol fragmentacije spavanja

Slika 3.4. Sematska ilustracija eksperimentalnog dizajna.

Eksperimentalne Zivotinje (n=42) su inicijalno, po pristizanju u laboratoriju, aklimatizovane na
laboratorijske uslove u trajanju od 7 dana. Adaptacija na pokretnu traku tredmila je sprovedena u
segmentima od po 1 sat tri uzastopna dana nakon adaptacije po ustaljenom reZimu rada trake (5 min ON
i 5 min OFF radni rezim, sa brzinom kretanja trake od 0.02 m/s u ON reZimu, i 0.00 m/s u OFF reZimu.
Nakon toga je sproveden protokol za fragmentaciju spavanja i Zivotinje su podeljene u tri grupe (n=14 u
svakoj grupi) i podvrgnute jednom od tri eksperimentalna protokola na tredmilu tokom 6 sati svetle faze:
1) fragmentacija spavanja (30s OFF:90s ON reZim; 30 prekida spavanja po satu, SF grupa), 2) kontrolna
grupa za aktivnost (10 min ON: 30 min OFF reZim, 1.5 prekida spavanja na sat, AC grupa), 3) sedentarna-
tredmil kontrola (konstantno OFF reZim, 0 prekida spavanja na sat, TC grupa). Po zavrsetku protokola za
fragmentaciju spavanja jedna kohorta Zivotinja (n=8 iz svake grupe) je podvrgnuta in vivo etioloskim
testovima za ispitivanje anksioznosti ( test otvorenog polja, svetlo/tama test i test uzdignutog krstastog
lavirinta), dok je druga kohorta Zivotinja (n=6 iz svake grupe) Zrtovana za uzimanje uzoraka krvi i dalje
odredivanje hormonskog statusa uz pomo¢ ELISA (testosteron, progesteron, estradiol, kortikosteron).

U hroni¢nom delu eksperimenta protokol fragmentacije spavanja je sproveden na 42
Zivotinje koje su podeljene u tri grupe sa po 14 Zivotinja u svakoj (Slika 3.5.). Pre pocetka
eksperimenta po 8 Zivotinja iz sve tri grupe su testirane na tri bihejvioralna testa (OPF, EPM i
LD) koja se koriste za ispititivanje ponaSanja povezanog sa anksioznoscu, $to je koriS¢eno kao
bazalna vrednost. Nakon toga je zapocCet protokol za fragmentaciju spavanja koji je trajao 14
uzastopnih dana od 8.00h do 14.00h. Istih 8 Zivotinja je testirano jo$ u dva navrata prvi put 7.
dana nakon fragmentacije i 14. dana po zavrSetku protokola. Po Sest Zivotinja iz svake grupe
koje nisu bile podvrgnute bihejvioralnim testovima, po zavrSetku protokola fragmentacije je
Zrtvovano radi uzorkovanja mozdanih struktura (korteks, talamus i hipokampus) i biohemijsku
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analizu oksidativnog stresa (MDA, SOD, GPx i Thiol) i imunohistohemijsku analizu.
Eksperimentalni protokol je shematski prikazan na Slici 3.6.

| | !

SF grupa ACgrupa TC grupa
n=14 n=14 n=14

l
| |

Fragmentacija spavanja 14 uzastopnih dana
od 8.00h do 14.00h

I I
| | l ! | |

SF14 AC14 TC14 SF AC TC
n=8 n=8 n=8 n=6 n=6 n=6
| | | | I |

OPF, EPM i LD test Izolacija struktura (korteks,
Na samom poctku, potom 7. i talamusi hipokampus)
14. dan nakon fragmentacije Biohemijske i imunohistohemijske
spavanja analize

Slika 3.5. SematsKi prikaz raspodele Zivotinja po grupama i tretmana zivotinja u
zavisnosti od grupe u kojoj se nalaze.
Za dalje objasnjenje pogledati tekst.

Bihejvioralni testovi za anksioznost
(OPF, LD, EPM)

n=8 iz svake grupe

1.dan 8.dan 10.dan 17.dan 24.dan
Vreme |pmmm - - -
14 Uzastopnihdana
8h —14h
Uzorkovanje moZdanogtkiva

.S, SF grupa
s
[ (30secON/90sec ’ *Analiza oksidativnog stresa
5 OFF) (n=14) MDA  SOD
o GPX  Thiol

Aklimatizacioni Adaptacija na tredmil, 'S ACgrupa

4 1satnada e *Imunohistohemijska analiza
@  period * (5 min ON/ 5 min OFF) -. o (10minON/30min s PV4i ]
(n=42) el uEn OFF) (n=14) PV+inerneuroni

©
- n=8 iz svake grupe
S
=) TC grupa
° (constantly OFF)
o (n=14)

Slika 3.6. Sematska ilustracija eksperimentalnog dizajna.

Zivotinje koje su provele ovaj period u tredmilu, bez kretanja trake (TC) i one koje su imale jednaku
kolicinu kretanja na traci ali bez menjanja arhitekture spavanja (AC) su predstavljale kontrolne grupe.
Bihejvioralno testiranje za prisustvo anksioznosti je sprovedeno desetog dana (bazalni nivo), kao i 17. i
24. dana nakon pocetka eksperimentalnog protokola. Dvadesetletvrtog dana, kada je eksperiment
zavrsen, sve Zivotinje su Zrtvovane u cilju izolacije moZdanih struktura. Jedna od moZdanih hemisfera
(naizmeni¢no desna ili leva) je koris¢ena za analizu oksidativog stresa, dok je druga koriSétena za
imunohistohemijsku analizu broja hipokampalnih PV+ interneurona.
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3.3.3. Uticaj fragmentacije spavanja na depresiju i kognitivne funkcije

[spitivanje uticaja fragmentacije spavanja na depresiju sprovedeno je u jedinstvenom
eksperimentu u kome je ucestovalo 42 Zivotinje.

Bihejvioralna analiza izvrSena je testom forsiranog plivanja i modifikovanim testom
uzdignutog krstastog lavirinta, koji ¢e biti detaljno opisan i to akutno (nakon prvog dana
fragmentacije spavanja, subakutno-nakon 7. dana fragmentacije spavanja i hroni¢no-nakon 14.
dana fragmentacije spavanja). Po 6 Zivotinja iz svake grupe nije podvrgnuto bihejvioranom
testiranju i nakon fragmentacije koris¢eno je za hormonske analize po zavrSetku protokola od
14 dana (testosteron, kortikosteron) i imunohistohemijske analize iz moZdanih struktura
(Ki67, DCX, GFAP, PV).

Eksperimentalni protokol je shematski prikazan za Slici 3.7.

Test forsiranog plivanjai mEPM

+Analiza bihejviora 10., 17.i24. dana
n=8 iz svake grupe (SF14, AC14, TC14)

1. dan 8.dan 10. dan 24.dan

Vreme _*

14 Uzastopnihdana
2 £ 8h~-14h Hormonske analize
83 S
oL = 8 SE * testosteron
£ 2 & grupa H « kortikosteron
i @ 3 (30secON/90sec |~ e
g < g OFF) (n=14) n=6 iz svake grupe
- @
>
o—
E
Adaptacija na tredmil, B ve
Aklimatjzzcioni plsaipo o ‘q:'; ACgrupa Imunohistohemija
1 oet) (5min ON/ 5 min OFF) E (10RINON/ 305 =
(n=42) ?!P OFF) (n=14) « Ki67
; -
= * GFAP
% TC grupa [ * PV
% (konstantno OFF)
5 (n=14) n=6 iz svake grupe

Slika 3.7. Sematska ilustracija eksperimentalnog dizajna.

Aklimatizacija na laboratorijske uslove je zapoceta odmah po pristizanju Zivotinja u laboratoriju i trajala
je 7 uzastopnih dana (od 1. do 8. dana na semi). Nakon toga je sprovedena adaptacija na pokretnu traku
tredmila po ustaljenom protokolu. Spavanje je fragmentisano tokom 14 uzastopnih dana u
eksperimentalnoj grupi (SF). Zivotinje koje su provele ovaj period u tredmilu, bez kretanja trake (TC) i
one koje su imale jednaku koli¢inu kretanja na traci, ali bez menjanja arhitekture spavanja (AC) su
predstavljale kontrolne grupe. Bihejvioralno testiranje za prisustvo depresije je sprovedeno 10. dana, kac
i17.124. dana nakon pocetka eksperimentalnog protokola. Dvadesetcetvrtog dana, kada je eksperiment
zavrsen, sve Zivotinje su Zrtvovane u cilju izolacije moZdanih struktura. Prethodno je uzorkovan serum
za analizu testosterona i kortikosterona. Jedna od moZdanih hemisfera (naizmenicno desna ili leva) je
koriséena za imunohistohemijsku analizu.
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3.4. Procena konvulzivne aktivnosti

3.4.1. Opservacija bihejvioralnih parametara konvulzivnog ponasanja

Tokom 30 min od intraperitonealne primene subkonvulzivne doze lindana (4mg/kg; Sigma
Aldrich Co, SAD) posmatrani su bihejvioralni parametri konvulzivnih napada:

¢ incidenca (procenat Zivotinja koje konvulziraju u grupi),

e latentni period (vreme do prve konvulzivne epizode),

¢ intenzitet i broj konvulzivnih epizoda po Zivotinji.

Upotrebljena je modifikovana deskriptivna skala sa gradusima od 0 do 4. Gradusi su
definisani:

e gradus 0- nema napada;

e gradus 1- trzaj glave i donje vilice;

e gradus 2- mioklonus celog tela (reakcija vrele ploce) i bilateralni klonus prednjih
ekstremiteta sa potpunim uspravljanjem (Kengur polozaj);

e gradus 3-progresija i generalizovane klonicke konvulzije sa tonickom ekstenzijom
prednjih i zadnjih ekstremiteta i repa;

e gradus 4- status epilepticus (Stanojlovi¢ i sar., 2009). Letalitet je registrovan posle 30
min i 24h od administracije subkonvulzivne doze lindana.

Letalitet je registrovan posle 30 min i 24h od administracije subkonvulzivne doze lindana.
3.4.2. Operativna implantacija elektroda, registrovanje i analiza EEG aktivnosti

U cilju registrovanja EEG aktivnosti, Zivotinjama u opstoj anesteziji u intraperiotonealnoj
anesteziji (Nesdonal, 40 mg/Kg, i.p.) su postavljene u stereotaksicki ram (David Kopff, Tujunga,
SAD) sa gornjom Sipkom sekuti¢a na -5,0 mm.

Kako bi se EEG registrovao hroni¢no su postavljene su pozlaene elektrode iznad:
e frontalnog (2 mm ispred bregme i 2Zmm lateralno od srednje linije),
e parijetalnog (2mm ispred lambde i 2mm lateralno od srednje linije)
¢ iokcipitalnog (2 mm iza lambde) korteksa.

Bipolarna registrovanja su vrSena na 8-kanalnom EEG aparatu (RIZ Zagreb, Hrvatska) dok
je analogno-digitalna konverzija ucinjena pomocu 8-kanalne, 16-o0 bitne AD kartice SCB-68
(National Instruments Co, Austin, Texas, USA). Frekvenca uzorkovanja iznosila je 512 Hz,
filtriranje signala u opsegu 0,3 - 80 Hz, dok je ambijentalni Sum uklonjen pomocu filtera od 50
Hz. Za digitalno snimanje i obradu EEG signala upotrebljen je NeurophysiologyLaBG softver
razvijen u nasoj laboratoriji pomoc¢u koga se signali EEG-a trajno i kontinuirano beleZe na
tvrdom disku rac¢unara (Stanojlovi¢ i sar., 2009; Hrnci¢ i sar., 2011).

EEG zapisi su analizirani vizuelno i pomoc¢u opisanog softvera (Slika 3.8.). EEG aktivnost je
registrovana od 120 do 180 minuta, a trajanje analiziranih EEG epoha iznosilo je 4s. Odredivano
je vreme do pojave EEG promena: latenca, broj i trajanje epileptiformnih promena i amplituda
napada.

Epileptiformne promene su definisane kao:
e pojedinacni izolovani visokovoltaZni Siljci;
e multipli Siljci;
e Siljak- talas kompleksi;
o Siljak - talas praZnjenja (eng. spike-wave discharge, SWD).
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Implantacija elektroda Akvizicija Obrada signala
za registrovanije

Slika 3.8. Sematski prikaz implantacije elektroda i akvizicije EEG signala

3.5. Bihejvioralni testovi
3.5.1. Uzdignuti krstasti lavirint

Test omogucava ispitivanje anksioznosti kod Zivotinja, a zasnovan je na urodenom
nagonskom ponasanju i potrebi Zivotinje da istraZuje novu sredinu kao i urodenom strahu od
otvorenih podrucja koja su predstavljena otvorenim kracima i potrage za skrovitom sredinom
(zatvoreni kraci). Upravo na odnosu ova dva urodena instinkta je utemeljena nau¢na vrednost
ovog testa. Nokse koje mogu da uti¢u na promenu odnosa mogu da budu izuzetno suptilne zato
se test izvodi u mracnoj, zvucno izolovanoj sobi (Pellow i sar., 1985). Registrovani bihejvioralni
obrasci ponasanja mogu da ukazuju na razlicite oblike anksioznog ponasanja (Slika 3.9.).

Ukupan broj tranzicija izmedu otvorenih i zatvorenih krakova su pokazatelj lokomotorne
aktivnosti, dok je povecanje vremena provedenog u otvorenim kracima pokazatelj povecane
anksioznosti. Pored pomenutih, uvedene su i druge etoloske varijable, kao $to je procena rizika
poniranja glave ispod nivoa mejza, propinjanje na zadnje noge, defekacija (Hogg, 1996). U
nasSim eksperimentima test je izvoden u lavirintu koji se sastoji od cetiri kraka uzdignuta na
stalak visine 40cm. Dva naspramna kraka (50x10x40 cm) su zatvorena bo¢nim zidovima, dok
sudruga dva otvorena (50x10 cm). U centru se nalazi platforma (10x10 cm) na koju se inicijalno
postavlja Zivotinja glavom okrenutom ka zatvorenom kraku.

PonaSanje Zivotinja se prati tokom 5 min i registruje kamerom (HicVision Bullet 2612)
postavljenom iznad lavirinta. Parametri ponasanja koji se analiziraju su broj ulazaka i vreme
provedeno u otvorenim i zatvorenim kracima. Radi smanjena spoljnjog uticaja svaka
pojedinacna sesija je snimljena infracrvenom kamerom visoke rezolucije a snimci su naknadno
analizirani. Nakon svake Zivotinje aparat je kompletno obrisan 70% alkoholom radi
neutralizacije eventualnih zaostalih mirisa.
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ponasanje
C —
Anksiogeno
ponasanje

3.9. Uzdignuti krstasti lavirint-tehnicke karakteristike

A. Softverski program za pracenje ponasanja Zivotinja u lavirintu; B. Trajektorija kretanja
Zivotinja u fizioloskim uslovima; C. Bihejvioralni parametri karakteristicni za anksiogeno
ponasanje u lavirintu.

3.5.2. Test svetlo-tama

Kao pokazatelj anksioznosti u ovom testu odredivalo se ukupno vreme koje Zivotinja
provodi u svetlom delu test kutije (27x27x27cm, sve bele povrsine) koji je sa tamnim delom

“ 9

C)

il
B

Normalno ponasanje Ponasanje karakteristicno za
anksioznost

Slika 3.10. Test svetlo tama (eng. light/dark test)
Normalno ponas$anje i ponasanje karakteristicno za anksioznost.
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(27x18x27cm, sve crne povrsine) povezan otvorom dimenzija 8x8 cm (Elunit, Beograd, Srbija).
Zivotinja je spuStena u centar svetlog dela i narednih 5 min video kamerom snimano je njeno
ponasanje (Bourin i Hascoet, 2003).

Zivotinja urodeno preferira tamni kompartman,s obzirom da su pacovi nokturalne Zivotinje,
ipak suocavanje sa novom sredinom pobuduje eksplorativni instinkt (Slika 3.10.). Pacovi koji
ispoljavaju elemente anksioznog poremecaja Ce vecinu ili kompletno posmatrano vreme
provesti u tamnom kompartmanu (Borsini i sar., 2002).

3.5.3. Test otvorenog polja

Za registrovanje horizontalne (predeni put i vreme ambulatornog kretanja) i vertikalne
(broj propinjanja na zadnje ekstremitete) lokomotorne aktivnosti u otvorenom polju koristio
se automatizovani sistem opremljen infracrvenim senzorima (Experimetria Ltd, Budimpesta,
Madarska) sa pripadajuc¢im softverskim paketom (Conducta System v 1.0, Experimetria Ltd.,
Budimpesta, Madarska).

Aparat za testiranje je zvuc¢no izolovana kutija ¢iju osnovu ¢ini ,,otvoreno polje“ podeljeno
virtuelno softverski na 16 kvadrata od kojih su 4 sredi$nja i oznacena kao centar polja i
obasjano crvenom svetloS¢u jacine 12 luxa. PovrSina centra polja je 50% ukupne povrsSine i
okruZena je perifernim i ugaonim kvadratima.

[zmereno je vreme Kkoje je Zivotinja provela u centru otvorenog polja, te izracunat indeks
tigmotaksije kao odnos ambulatornog kretanja u perifernim i ugaonim zonama, te ukupnog
predenog puta tokom ambulatornog kretanja, izraZzen u procentima. Kompletna kutija je
opremljena infracrvenim senzorima, a visina zidova aparata iznosi 40 cm.

Sistem sluZi za opservaciju eksplorativnog ponasanja Zivotinja koje ukljucuje:

ukupan predeni put

i vreme ambulancije,

broj ulazaka i

vreme provedeno u centralnom polju
broj propinjanja na zadnje ekstremitete
i indeks tigmotaksije.

Kao pokazatelji ponaSanja povezanog sa anksioznos¢u odredivali su se vreme koje Zivotinja
provede u centru polja, indeks tigmotaksije i broj propinjanja na zadnje ekstremitete.

Jedna od glavnih karakteristika ponaSanja povezanog sa anksiozno$¢u je izostanak
eksplorativnog bihejviora, a anksiozne Zivotinje uglavnom ¢e imati znaCajno smanjenu
lokomotornu aktivnost i teziti da borave u skrovitim podrucjima (Slika 3.11.).

Kada je u pitanju indeks tigmotaksije on predstvalja jedan od najznacajnijih pokazatelja
anksioznosti (Simon i sar., 1996).
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Slika 3.11. Test otvorenog polja (eng. Open field test)

A. Period proveden u centralnom delu polja; B. Trajektorija kretanja u otvorenom polju u
fizioloskim uslovima; C. Bihejvioralni obrasci kretanja karakteristicni za anksioznost; D. Izrazita
anksioznost-izostanak kretanja Zivotnje i boravak u uglovima polja

3.5.4. Test forsiranog plivanja

Test forsiranog plivanja metodom po Presoltu, sluZio je za opserviranje parametara
ponasanja povezanih sa depresijom (Porsolt i sar. 1979), a podrazumevao je upotrebu
cilindri¢nih posuda visine 50 cm i prec¢nika 25 cm od providnog materijala (Elunit, Beograd,
Srbija). Posude su ispunjene vodom (35 cm) ¢ija je temperatura 22+1°C. Samo jedna Zivotinja
boravi u svakoj od posuda, a opservacija ponasanja se vrsi upotrebom kamere kojom se snima
aktivnost Zivotinja kako bi se izvrsila kasnija analiza (Logitech C210, Lozana, Svajcarska).
Trajanje pasivnog plivanja (plutanje), trajanje aktivnog plivanja i trajanja snazZne borbe za
izbegavanje meri se tokom 5 min.

Ponasanje Zivotinja tokom testa se opsuje kao: 1. flotiranje koje podrazumeva horizontalno
plutanje po povrSini vode (podrazumeva samo pokretanje neophodno za odrzavanje na
povrsini); 2. aktivno plivanje koje podrazumeva motoricku aktivnost karakteristicnu za
normalno plivanje; 3. borba koja podrazumeva izraZenu motoricku aktivnost svih ekstremiteta,
pri ¢emu prednje Sape udaraju o povrsinu vode pri pokretima koji podse¢aju na penjanje ili
grebanje po zidu (Slika 3.12.).
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Nakon zavrSetka testa, Zivotinje su pazljivo uklonjene iz cilindara i osuSene u zagrejanom
kucistu a zatim su pebacene u kaveze. Distribucija razlicitih oblika ponasanja: pasivno plivanje
(plutanje), aktivno plivanje i borba, tokom petominutnog testa je utvrdena analizom video
snimaka. Kako bi se izbeglo dobijanje pogresnih rezultata, Zivotinje su dan pre samog testiranja
adaptirane na uslove FST u trajanju od 15 min (pretest).

Plivanje Borba Flotiranje
D Y e D i
) N — D N — 3 N ——
. .~ .
.~ N~ .
N~ N~ N~

Slika 3.12. Sematski prikaz obrazaca ponasanja u testu forsiranog plivanja
(eng. Forced swimming test-FST)

3.5.5. Modifikovani test uzdignutog krstastog lavirinta

Za procenu kognitivnog ponasanja koriS¢ena je modifikovana verzija testa uzignutog
krstastog lavirinta (Elunit, Beograd, Srbija), u skladu sa prethodno opisanim protokolom (Kruk
etal,, 2011). Platforma je bila uzdignuta 50 cm iznad podloge i sastojala se od centralnog polja
(10x10 cm) koja se presecala pod pravim uglom sa dva identi¢na otvorena kraka (50x10 cm) i
dva identi¢na zatvorena kraka (50x10x40 cm). Infracrvena kamera (HikVision Bullet 2612,
Hangzhou, Kina) postavljena je iznad platforme kako bi pratila ponasSanje Zivotinje i bila
povezana sa racunarom.

Test se zasnivao na prirodnoj odbojnosti pacova ka svetlim i otvorenim prostorima (analogno
otvorenim kracima) i njihovoj tendenciji da traZe sigurno skloniste (analogno zatvorenim
kracima). Stoga, kognitivna sposobnost Zivotinje odrazavala se u vremenu koje joj je bilo
potrebno da zapamti i nauci raspored otvorenih i zatvorenih krakova.

Test je sproveden tako Sto je svaka Zivotinja individualno postavljena na kraj otvorenog
kraka, okrenuta prema centralnoj platformi, i postupak je ponavljan tokom dva uzastopna dana.
Na prvom danu (pretest), nakon postavljanja, Zivotinji je dozvoljeno da istrazuje platformu do
90 sekundi, a zabeleZeno je vreme transfera (T1), odnosno vreme koje je Zivotinji bilo potrebno
da ude u zatvoreni krak, bilo levi ili desni. Ako Zivotinja nije uspela da pronade zatvoreni krak
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u roku od 90 sekundi, stavljena je u zatvoreni krak sa dozvolom da istraZuje narednih 60
sekundi. U ovom slucaju, T1 vrednost je automatski iznosila 90 sekundi.

Drugog uzastopnog dana, nakon intervala od 24 sata, ponovljen je isti postupak (retencija),
i zabeleZeno je vreme retencije (T2), odnosno vreme koje je Zivotinji bilo potrebno da ude u
zatvoreni krak. Ako Zivotinja nije uspela da pronade zatvoreni krak u periodu od 90 sekundi
tokom drugog dana, T2 vrednost je bila 90 sekundi.

Skracenje T2 u odnosu na T1 smatralo se retencijom i neposrednim pamc¢enjem prostornog
rasporeda platforme, uzimajucéi u obzir tendenciju Zivotinja da idu u zatvoreni prostor, tako da
je ve¢i T1-T2 parametar ujedno znacio vecu retenciju i bolju kognitivnu sposobnost i obrnuto.

3.6. Biohemijske analize
3.6.1. Optimizacija bioloskog materijala po ekstrakciji

Nakon $to su eksperimentalne Zivotinje dekapitirane, uzeta je krv u koli¢ini od 3 ml. Glave
Zivotinja su stavljene na led tokom perioda od 60 minuta. Krv je ostavljena na sobnoj
temperaturi 30 minuta kako bi se spontano zgrusala. Nakon toga, krv je centrifugirana na 3000
obrtaja u minuti tokom 15 minuta kako bi se razdvojili krvni elementi i serum iz krvi
(Centrifuge, Eppendorf, Hamburg, Nemacka). Nakon dobijanja plazme, ona je prebacena u
Ependorf tube i zatim je zamrznuta na temperaturi od -80°C kako bi se o¢uvala njena struktura
i smanjio rizik od propadanja ili degradacije. Ovaj postupak zamrzavanja omogucava
dugotrajno skladiStenje plazme do naredne upotrebe.

3.6.2. Protokol izolacije moZdanih struktura

Po uzorkovanju iz glava Zivotinja je preciznim hirurSkim postupcima izolovan mozak. U
literaturi i dalje postoji dilema da li ovakva disekcija treba da se sprovodi na smrznutom ili
svezem tkivu. Kod disekcije sveZeg tkiva bolje su uocljive strukturne abnormalnosti,
diskoloracije i slicno dok je kod smrznutog disekcija daleko tehnicCki laksa, a sama izolacija
struktura je preciznija, te smo se zbog samog cilja eksperimenta odlucili za ,frozen” disekciju.
Kod same disekcije koriS¢en je standardan set hirurskih instrumenata koji je obuhvatao
hirurSke makaze (oStre i tupe) 12 cm, tupi hirurski forceps-zakrivljeni 12cm, 2x1.25 mm,
metalnu ploc¢u 10x10 cm, 5-30 mm debljine, zatim set zakrivljenih hirurskih forcepsa 1x0.9 mm,
0.8x07mm i 0.5x0,4 mm, skalpel (p11)ikorespodentni drzac skalpela.

Protokol uzorkovanja mozga:

1. Dekapitacija je koriS¢ena kako bi se sprecili pre i postsinapticki efekti anestezije, nakon Cega
je uz pomo¢ makaza napravljena medijalna incizija na koZi poglavine. Po uklanjanju koZnog
flapa sve do bulbusaa i eksponiranju kalvarije, u¢injena je mala incizija u kaudalnom segmentu
interparijetalnog spoja koja je proSirena na prednji deo do izmedu bulbusa.

2. Zakrivljenim frcepsom paZljivo su uklonjenje parietalne kosti upotrebom tupe sile, sa
cuvanjejm meningealnih omotaca. Kod nekih Zivotinja bilo je neophodno ukloniti i delove
drontalne kosti kako bi se mozak izolovao u celosti bez opasnosti rupture struktura.

3. Nakon izolacije mozga i oslobadanja od meningealnih omotaca mozak je prebacen na hladnu
metalnu plocCu, a eventualni viSak krvi je uklonjen. Kompletna procedura trajala je manje od 2
min u proseku.

Protokol izolacije struktura (Spijker i sar., 2011):
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1. Radi laksSeg pristupa Zeljenim strukturama inicijalno je uklonjen cerebellum. Mozak je
pozicioniran dorzalnom stranom ka metalnoj ploc¢i, a potom je pozicioniran mali forceps
izmedu cerebralnih lobusa i cerebeluma, a potom ucinjena disekcija cerebeluma od collliculus
inferior-a. Procedura je trajala 1 minut.

2. Obzirom na prirodu analiza koje smo radili nije bilo potrebno izolovati hipokampus u celosti
te je ucCinjena sagitalna incizija ventralno pozicioniranog mozga na metalnoj ploci duz
sagitalnog sulkusa kako bi se presekao corpus callosum. Jedna moZdana hemisfera, alternativno
leva ili desna je odmah poslata na imunohistohemijsku analizu. Belicasto prebojena formacija,
semilunarnog oblika, neposredno ispod corpus callosum-a je hipokampus. Pazljivim
preparisanjem forcepsom pocev od anteriornog dela, u smeru suprotnom kazaljki na satu pod
uglom 30-40 stepeni pazljivo je odvojen anteriorni segment hipokampusa od korteksa. Nakon
toga ista procedura je ponovljena put kaudalno do dobijanja kompletne polovine hipokampusa.

3. Korteks Kkoji je zaostao prilikom preparisanja hipokampusa takode je KkoriS¢en za
biohemijsku analizu.

4. 1zolacija talamusa je izvrSena tupom tehnikom na sli¢can nacin kao i hipokampusa. S obzirom
da je ovalna siva struktura lako uocljiva time je i pristup kao i hirurSka procedura bila dosta
jednostavnija.

Hipokampus, korteks i talamus su po izolaciji odvojeno prebaceni u 8 volumena puferskog
rastvora koji je sadrZao inhibitor proteaza (cOmplete™ Mini EDTA-free Protease Inhibitor
Cocktail, Roche Diagnostics GmbH, Manhajm, Nemacka)- RIPA (50 mM Tris-HCL pH 8,0; 150
mM NaCl; 1% IGEPAL; 0,5% Natrijum deoskiholat; 10% SDS), nakon cega je izvrSena
homogenizacija (The TeSeE™ PRECESS, Bio-Rad, Herkjuliz, Kalisofnija, SAD). Tako dobijeni
homogenati su inicijalno inkubirani tokom perioda od 20 min (meSanje na vorteksu svakih 5
min), nakon ¢ega su centrifugirani na 14000 obrtaja u min u periodu od 30 min na temperaturi
+4 °C. Supernatant je u Eppendorf tubama uskladi$ten na temperaturi -80 °C do dalje upotrebe.

3.6.3. Kvantifikacija proteina

U ciilju odredivanja koncentracije proteina, koriS¢en je Bicinchoninic Acid Protein Assay
(BCA) kit proizvodaca Thermo Fisher Scientific iz Lafboro-a, Ujedinjeno Kraljevstvo, u
saglasnosti sa uputstvima. Ova metoda se zasniva na merenju smanjenja bakarnih jona od
strane proteina u uzorku u alkalnoj sredini. KoliCina smanjenih bakarnih jona u Cul*
proporcionalna je koncentraciji proteina u uzorku, a ova koli¢ina se meri kolorimetrijski
pomocu BCA.

U prvom koraku, 10 pl svakog uzorka sa proteinima u razli¢itim razblaZenjima (0,5-2
mg/ml) standarda govedeg serumskog albumina (eng. bovine serum albumin, BSA) i negativne
kontrole aplikovani su u duplikatu u mikrotitarskoj plocici sa 96 "bunara". Na svako mesto u
mikrotitarskoj plocici dodato je 200 pl radnog reagensa, a ona je inkubirana u periodu od 30
minuta na temperaturi od 37 °C. Da bi se utvrdila koncentracija proteina u uzorcima, merene
su apsorbance na talasnoj duzini od 562 nm pomocu c¢itaca (FLUOstar® Omega plate reader
proizvodaca BMG Labtech, Ortenberg, Nemacka). Za izracunavanje koncentracije proteina u
uzorcima u gramima po litru (g/L), primenjivana je BSA standardna kriva, uz pomo¢ programa
Curve Expert 1.4 (Hyams Development, Catanuga, Tenesi, SAD).

3.6.4. Odredivanje koncentracije IL-15 i IL-6

U serumu i strukturama mozga, cija je izolacija opisana ranije, merena je koncentracija IL-
1B i IL-6. Za odredivanje koncentracije su koris¢eni komercijalni ELISA kitovi (Rat IL-1 beta
ELISA kit # RAB0277-1KT i RatIL-6 ELISA kit # RAB0311-1KT, Sigma-Aldrich, Sent Luis, Misuri,
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SAD) prema navedenim instrukcijama, bez izolacije specifi¢nih proteina. Uzorci su obradivani
u duplikatima, uz minimalnu detektibilnu koncentraciju: za IL-1f3 -80 pg/mL (opseg detekcije:
68,59-50000 pg/mL), za IL-6 -30 pg/mL (opseg detekcije: 40,96-10000 pg/mL). Posle
inkubacije, svi ,bunari“ ELISA kita su ispitani Cetiri puta sa po 300 pL pufera. Nakon toga, u
svaki bunar smo dodali po 100 pL detektujucih biotin-konjugovanih antitela, u cilju stvaranja
kompleksa koji je sadrzao primarno antitelo - IL-1f ili IL-6 - biotin-konjugat. Nakon toga, u
svaki bunar dodato je 100 uL konjugata streptavidina i peroksidaze rena (HRP), a ploca je
inkubirana 45 minuta na sobnoj temperaturi uz blago mesanje. U daljem toku analize ploca je
ispirana puferom i u svaki ,bunar” dodato je 100 pL tetrametilbenzidina (eng. 3,355
Tetramethylbenzidine, TMB). PloCa je nakon toga pokrivena i inkubirana u zatamnjenoj
prostoriji na sobnoj temperaturi uz lagano mesSanje tokom 30 minuta. ZavrSetak reakcije je
ostvaren dodavanjem 50 pL rastvora za prekidanje hemijske reakcije u svaki ,bunar. U toku
reakcije, streptavidin konjugovan sa enzimom HRP vezuje se za biotin, a supstrat za
peroksidazu rena je tetrametilbenzidin. Kao rezultat reakcije, doslo je do promene boje
rastvora iz plave u Zutu. Nakon prekida hemijske reakcije, apsorbanca Zute boje se ocCitava na
talasnoj duzini od 450 nm pomocu citaCa (Sunrise absorbance micro plate reader, TECAN,
Mannedorf, Svajcarska). Koncentracije IL-1f i IL-6 se izraZzavaju u pg/mL i izracunavaju se
primenom standardne krive koja je konstruisana u programskom paketu Curve Expert 1.4
(Hyams Development, Catanuga, Tenesi, SAD).

3.6.5. Odredivanje koncentracije hormona u serumu

Koncentracija hormona kortikosterona, testosterona, estradiola i progesterona u serumu,
merena je primenom odgovaraju¢ih ELISA kitova (Testosteron-Cusabio, Houston, USA,
Senzitivnost testa manja od 0.06ng/ml); Estradiol-Cusabio, Houston, USA (Senzitivnost testa
40pg/ml-1400pg/ml); Progesterne-Cusabio, Houston, USA (Senzitivnost testa manja
0.02ng/ml) i Cortocosteron-IDS, American Laboratory Products Co /Senzitivnost teksta manja
0.17 ng/ml)). U ovom eseju se primenjuje "sendvi¢" tehnika, koja podrazumeva dodavanje
standarda, kontrola i razblazenih uzoraka plazme u ELISA mikrotitarske plocice, gde se vrsi
analiza koncentracije hormona u "bunarima". Tokom inkubacije, hormoni se vezuju za
imobilisana primarna antitela. Nakon inkubacije primarnog antitela sa hormonima, bunari
ELISA mikrotitarske plocCice su paZljivo isprani adekvatnim puferom za ispiranje. Nakon toga,
dodata su detektujuc¢a biotin-konjugovana antitela kako bi se formirao "sendvi¢" koji ¢ine
primarno antitelo-hormon-biotin-konjugat. Zatim je uklonjen rastvor iz bunara ploCe i izvrSeno
je ponovljeno ispiranje puferom. Nakon toga, konjugat streptavidina i HRP dodati su u svaki
bunar, a nakon 30 minuta inkubacije na sobnoj temperaturi uz blago mesanje, rastvor se
odbacio, a bunari su ponovo isprani puferom. Tada je u svaki bunar dodat TMB supstrati bunari
su pokriveni i inkubirani u zatamnjenoj prostoriji na sobnoj temperaturi uz blago mesanje
tokom 30 minuta. Nakon inkubacije i razvijanja boje u plo¢ama, hemijska reakcija je prekinuta
dodavanjem rastvora za prekidanje reakcije u svaki "bunar”. Apsorbanca boje je zatim odmah
oCitana na talasnoj duzini od 450 nm pomocu Sunrise absorbance mikrocitaca (TECAN,
Mannedorf, Svajcarska). Koncentracije kortikosterona i testosterona, izraZene u ng/mlL,
izraCunate su upotrebom standardne krive napravljene u programskom paketu Curve Expert
1.4 (Hyams Development, Catanuga, Tenesi, SAD).

3.6.6. Odredivanje parametara oksidativnog stresa

U homogenatu struktura mozga, koji je prethodno detaljno opisan, odredivani su parametri
oksidativnog stresa: koncentracija malondialdehida (eng. malondialdehyde, MDA) i proteinskih
tiol grupa (eng. protein thiol groups, P-SH), kao i aktivnost enzima superoksid dismutaze (eng.
superoxide dismutase, SOD) i glutation peroksidaze (eng. glutathione peroxidase, GPxX) .
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merena Kolorimetrijskom metodom prema Dousset i sar. (1983) je merena koncentracija
malondialdehida (MDA). Tokom procesa lipidne peroksidacije, MDA se oslobada iz
polinezasi¢enih masnih kiselina, nakon Cega se konjuguje sa tiobarbiturinskom kiselinom
(TBARS) u Kkiseloj sredini. Rezultuju¢e kompleksno jedinjenje MDA-TBARS je crvene boje i
moZe se kvantitativno meriti kolorimetrijski pomocu citac¢a (Sunrise absorbance micro plate
reader, TECAN, Mannedorf, Svajcarska-talasna duzina 532 nm, apsorpcioni Kkoeficijent
1,56x105](molxcm)). Koncentracija MDA se izrazava u pmol/L.

Koncentracija proteinskih tiol grupa (P-SH) se odreduje spektrofotometrijskom metodom
prema postupku prema Jocelyn i sar. (1987). U reakciji se koristi Ellman-ov reagens (5,5-
ditiobis-(2-nitrobenzoinska kiselina), DTNB) koji biva redukovan od strane P-SH i dovodi do
stvaranja Zutog nitromerkaptobenzoi¢nog kiselog anjona (5-tio-2-nitrobenzoinska kiselina,
TNB-) ¢ija je molarna apsorpciona sposobnost 13,6 x 103 Imol/1cm, a meri se apsorbancom
pomocu citaca na talasnoj duzini od 412 nm. Ova hemijska reakcija se odvija u zatamnjenoj
sredini, jer svetlost moZe nespecificno redukovati DTNB. Koncentracija P-SH se izrazava u
umol/g proteina.

Aktivnost superoksid dismutaze (SOD) odredivana je prema Misra i Fridovich (1972), koja
se zasniva na sposobnosti SOD-a da inhibira autooksidaciju adrenalina u baznoj sredini (pH
10,2). Adrenalin je stabilan u rastvorima kiselog pH, ali se oksiduje u zavisnosti od porasta pH.
Autooksidaciju adrenalina zapocinju tragovi teskih metala koji su prisutni kao kontaminanti u
reagensima. Krajnji produkt ove hemijske reakcije je obojeni adrenohrom koji se formira u
reakcionoj smesi (10 mmol/L adrenalina rastvorenog u 20 mmol/L HCIl, 1 mmol/L EDTAi 0,05
mmol/L natrijum karbonata pri pH 10,2) sa uzorcima proteina ili bez njih (kontrola). Ukupna
aktivnost SOD-a odredena je kineticki kao promena apsorbance na ¢itacu (Sunrise absorbance
micro plate reader, TECAN, Mannedorf, Svajcarska) na talasnoj duzini od 480 nm. Aktivnost
SOD-a izraZena je u U/L, pri Cemu je jedna jedinica (U) definisana kao koli¢ina enzima koja
inhibira autooksidaciju adrenalina za 50%.

Aktivnost enzima glutation peroksidaze (GPx) je odredena prema Giinzler i sar. (1974).
Reakciona smeSa se sastojala od 870 pl Tris pufera pH 7,6, 20 pl glutation reduktaze (GR),
glutationa (GSH), nikotin-amid-adenin dinukleotid-fosfata (NADPH), tert-butil hidroperoksida
(t-BOOH) i ekstrakta celijskih proteina. Metoda se zasniva na oksidaciji redukovanog GSH uz
iskoriS¢avanje redukovanog NADPH u reakciji koju katalizuje GR. Aktivnost GPx se meri u
kuplovanoj reakciji sa GR, a izrazava se kao promena apsorbance merena na ¢itacu pri talasnoj
duzini od 340 nm sa molarnim apsorpcionim koeficijentom od 6,22x103/L/mol/cm kao
posledica naknadne oksidacije NADPH pomocu t-BOOH kao supstrata. Aktivnost GPx se
izrazavau U/L.

3.7. Imunohistohemijske analize
3.7.1. Imunohistohemijsko odredivanje ekspresije markera neuro- i glija- geneze

Za potrebe histoloske analize, tkivo mozga je nakon fiksacije u 4% rastvoru
paraformaldehida (PFA) (Sigma-Aldrich, Sent Luis, Misuri, SAD) standardno procesuirano za
kalupljenje u parafinu i seceno na rezove debljine 4 pm, sa minimalnim rastojanjem izmedu dva
sukcesivna preseka 200 pm. Nakon deparafinizacije i rehidratacije preseka u opadaju¢im
koncentracijama alkohola, demaskiranje antigena je vrSeno u mikrotalasnoj pecnici u
citratnom puferu (pH 6.0), a blokiranje endogene peroksidaze u 3% rastvoru vodonik-
peroksida. Rezovi su dalje inkubirani u odgovaraju¢im serumima u cilju redukcije
nespecificnog bojenja tokom 1h (za Ki-67 ili GFAP - u kozjem (Goat IgG #PK-6101, Vector
Laboratories, Burlingame, Ca, USA); za PV -u konjskom (Mouse IgG #PK-6102, Vector
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Laboratories, Burlingame, Ca, USA) ili za DCX- u zecjem (Rabbit IgG #PK-6105, Vector
Laboratories, Burlingame, Ca, USA) serumu), a zatim i u odgovaraju¢im primarnim antitelima
preko noci: anti-Ki-67 (rabbit polyclonal IgG # ab15580, Abcam, Kembridz, Velika Britanija,
razblaZenje 1:3500); anti-DCX (goat polyclonal IgG #sc-8066, Santa Cruz Biotechnology, Dalas,
Teksas, SAD, razblaZenje 1:100); anti-PV (mouse monoclonal, IgG #P3088, Sigma-Aldrich, Sent
Luis, Misuri, SAD, razblaZenje 1:1000) i anti-GFAP (rabbit polyclonal IgG #z0334, DAKO, Santa
Klara, Kalifornija, SAD, razblaZenje 1:500).

Za vizualizaciju imunoreaktivnih mesta koriS¢ena je avidin-biotin kompleks (ABC) metoda
koja podrazumeva inkubaciju najpre u odgovaraju¢em biotinizovanom sekundarnom serumu,
a nakon ispiranja i u avidin-biotin-peroksidaza kompleksu (VECTASTAIN Elite ABC HRP Kit -
Peroxidase, miSji IgG, PK-6102; zedji 1gG, PK-6105; kozji IgG, PK-6101, Vector Laboratories,
Burlingame, Ca, USA). Kao hromogen kori$¢en je 3,3’-diaminobenzidin (DAB) (DAB Peroxidase
(HRP) Substrate Kit, SK-4100, Vector Laboratories, Burlingame, Ca, USA). Rezovi su
kontrastirani Majerovim hematoksilinom, dehidrirani u rastu¢im koncentracijama alkohola
(96%, 100%) (Zorka Pharma-Hemija, Sabac, Serbia), prosvetljeni u ksilenu (Xylene, Zorka
Pharma-Hemija, Sabac, Serbia) i pokriveni medijumom za pokrivanje DPX-om (44581, Sigma,
St. Louis, MO, USA). Za ove analize koriS¢eno je po Sest Zivotinja iz svake grupe.

3.7.2. Kvantifikovanje imunoreaktivnih ¢elija

Gotovi preparati su analizirani na mikroskopu Leica DM4000 B LED sa digitalnom kamerom
uz koris¢enje softvera Leica Application Suite (verzija 4.4.0).

Kvantifikacija imunoreaktivnih ¢elija Ki-67 i DCX je radena duZ subgranularne zone (SGZ)
hipokampusa. Ova zona je precizno definisana u literaturi kao granica izmedu hilusa i
granularnog sloja hipokampusa. Radi standardizacije rezultata, broj imunoreaktivnih ¢elija Ki-
67 i DCX je preracunat na 1 mm duzine SGZ hipokampusa (slika 3.7.1.1.).

Kvantifikacija imunoreaktivnih Celija koje eksprimiraju PV (parvalbumin) je sprovedena u
razli¢itim hipokampalnim regijama (CA1, CA2/3, DG) koristeci isti Leica Application Suite
softver. Broj ovih ¢elija u svakoj od navedenih regija je izrazen kao broj ¢elija na 1 mm?
ispitivane povrsine (slika 3.13.).

Za kvantifikaciju ekspresije GFAP-a koriS¢en je dodatak "Color Picker Threshold Plugin”
unutar softvera "Icy". Samo fotografije preseka su radene na mikroskopu Leica DM4000 B LED
sa digitalnom kamerom. Postupak je uklju¢ivao obeleZavanje pozitivnih boja koje predstavljaju
GFAP-imunoreaktivne celije obojene DAB-om (nekoliko nijansi braon boje), kao i negativnih
boja koje predstavljaju kontrastirana jedra svih Celija, obezbojeno tkivo i pozadinu.

Na osnovu tatno odabranih pozitivnih i negativnih boja, softver je bio u moguénosti da
izmeri povrSinu prekrivenu pozitivnim bojama, Sto predstavlja povrSinu prekrivenu GFAP
imunoreaktivnim Celijama. Zastupljenost ovih Celija je izraZena kao relativni odnos izmedu
povrsSine koju zauzimaju GFAP imunoreaktivne Celije i ukupne povrsine regiona od interesa
(dentatni girus hipokampusa).
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Slika 3.13. A. Distribucija Ki-67 imunoreaktivnih ¢elija duz subgranularne zone
hipokampusa; B. Distribucija PV imunoreaktivnih ¢elija unutar regiona CA1, CA2/3 i
dentatnog girusa (DG) hipokampusa.

Reprezentativna fotomikrografija preseka hipokampusa obojenog na A: Ki-67 protein i B: PV protein,
na kome je zelenom linijom oznacena: A-SGZ duZ koje je vrsena kvantifikacija Ki-67 i DCX
imunoreaktivnih Celija i B: granice regiona CA1, CA2/3 i DG.

3.8 Statisticka analiza

Odluka o izboru testa za procenu statisticke znacajnosti razlike u vrednostima odredene
varijable izmedu grupa i unutar grupa zavisila je od distribucije podataka testirane pomocu
Kolmogorov-Smirnov testa. Varijable sa normalnom raspodelom su prikazane kao srednja
vrednost *+ standardna greska (SE), dok su varijable koje nisu pokazale normalnu raspodelu
prikazane medijanom sa 25. i 75. percentilom i opsegom minimum-maksimum.
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Za utvrdivanje statisticke znacajnosti razlike izmedu grupa koje nemaju normalnu
raspodelu koriS¢en je Mann-Whitney U test ili Kruskal-Wallis ANOVA test sa Mann-Whitney U
post hoc testom. Za utvrdivanje statisticke znacajnosti razlike izmedu grupa koje imaju
normalnu raspodelu koris¢en je Studentov t-test ili jednosmerna ANOVA sa Tukey-Kramer LSD
post hoc testom, u zavisnosti od broja grupa u poredenju,.

Za procenu statisticke znacajnosti razlike u incidenci i distribuciji napada izmedu grupa
koriSc¢en je Fischerov test tacne verovatnoce.

Za utvrdivanje veze izmedu nivoa MDA u moZdanim strukturama, serumske koncentracije
kortikosterona i osnovnih ishodnih varijabli u etoloSkim testovima za procenu ponaSanja
povezanog sa anksiozno$¢u koriS¢en je Pirsonov test korelacije.

Vrednosti sa p<0,05 smatrane su statisticki znacajnim, dok su vrednosti sa p<0,01 ili <0,001
smatrane visoko statistic¢ki znacajnim.

Za graficku obradu i dizajn odredenih slika kori$¢eni su online alati (BioRender.com).
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Rezultati

4.1. Uticaj akutne fragmentacije spavanja na ekscitabilnost

4.1.1. Analiza konvulzivhog ponasanja

Konvuzivni napadi su zabeleZeni u svim grupama koje su tretirane lindanom. Ucestalost
konvulzija u sedentarnoj grupi TC + L bila je 16,67%, dok je u kontrolnoj grupi za aktivnost AC
+ L bila 33,33%. Najveci broj Zivotinja sa konvulzijama registrovan je u grupi koja je podvrgnuta
akutnoj fragmentaciji spavanja, gde je ucestalost napada bila 83,33%. Ucestalost napada bila je
statisticki znacajno vec¢a u eksperimentalnoj grupi SF + L u poredenju sa sedentarnom
kontrolom TC + L (p<0,05). [ako je ucestalost konvulzija bila ve¢a u SF+L grupi, u poredenju sa
AC + L grupom, nije zabeleZena statisticki znacajna razlika (83,33% prema 33,33%, p>0,05).
Nije bilo razlike u incidenci napada izmedu TC + L i AC + L grupa (p>0,05; Slika 4.1.).
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Slika 4.1. Efekti akutne fragmentacije spavanja na incidencu konvulzivnih napada
izazvanih lindanom kod pacova

Eksperimentalne Zivotinje su prethodno adaptirane na eksperimentalne uslove (ON i OFF aktivnost
tredmila sa brzinom pokretne trake podesene na 0.02 m/s i 0.00 m/s) i rasporedene u sledece grupe: 1)
sedentarna-tredmil kontrola (TC, samo OFF reZim), 2) kontrola za aktivnost (AC, 10 min ON i 30 min
OFF rezim), 3) grupa kojoj je fragmentisano spavanje (SF, 30s ON i 90s OFF mod). Sest sati kasnije,
Zivotinje su intraperitonealno tretirane subkonvulzivnom dozom lindana (L, 4 mg/kg, TC+L, AC+L i
SF+L), ili dimetisulfoksidom (DMSO, TCc, ACc i SFc- nisu pokazivali znake konvulzivhog bihejviora).
Incidenca napada je predstavljena procentima (%) Zivotinja koje imaju konvulzije unutar grupe.
Statisticka znacajnost razlike izmedu grupa je procenjena FiSerovim testom tacne verovatnoce (*p<0.05
vs. TC+L).
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Kada se analizira period latencije do prvog znaka konvulzija (Slika 4.2.), najkradi latentni
period imale su Zivotinje iz eksperimentalne grupe SF+L. Razdoblje latencije bilo je statisticki
znacajno krace u SF + L grupi u poredenju sa AC + L i TC + L grupama (p<0,05). Nije bilo

statisticki znacajne razlike u latenciji izmedu Zivotinja iz AC + L i TC + L grupa (p>0,05).

Intezitet konvulzivnih napada (Slika 4.3.) bio je znacajno veci u SF + L grupi, u poredenju sa
TC + L grupom (p<0,05). Nije bilo statisticki znacajne razlike u intezitetu konvulzija izmedu AC

+LiTC + L grupa (p>0,05).

Zivotinje koje su podvrgnute istom eksperimentalnom protokolu kao one iz SF + L, AC + L i
TC + L grupe, ali su primili DMSO umesto lindana (skupine SFc, ACc i TCc), nisu pokazivale

znakove konvulzivnog bihejviora.
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Slika 4.2. Efekti akutne fragmentacije spavanja na latentni period lindanom

indikovanih konvulzija kod pacova

Latentni period= vreme od administracije lindana u subkonvulzivnoj dozi do pojave prvih znakova
konvulzivnog ponasanja. Statisticka znacajnost razlike medu grupama je procenjena uz pomo¢
Kruskal-Wallis ANOVA i Mann-Whitney U testa (*p<0.05 vs. TC+L, #p<0.05 vs. AC+L).
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Slika 4.3. Efekti akutne fragmentacije spavanja na intezitet napada izazvanih lindanom kod
pacova

Intezitet napada je procenjena deskriptivnom skalom sa slede¢im gradusima: gradus 0- nema napad;
gradus 1- trzaj glave i donje vilice; gradus 2- mioklonus celog tela (reakcija vrele ploce) i bilateralni
klonus prednjih ekstremiteta sa potpunim uspravljanjem (Kengur poloZaj); gradus 3-progresija i
generalizovane klonicke konvulzije sa tonickom ekstenzijom prednjih i zadnjih ekstremiteta i repa,
gradus 4- prolongirane toni¢ko-klonicke konvulzije koje traju duze od 20s (status epilepticus) ili Ceste
ponavljane epizode kloni¢kih konvulzija produZeni vremenski period (preko 5 min). Statisticka
znacajnost razlike medu grupama je procenjena uz pomo¢ Kruskal-Wallis ANOVA i Mann-Whitney U testa
(*p<0.05 vs. TC+L, #p<0.05 vs. AC+L).

4.1.2. Analiza EEG

EEG zapisi Zivotinja iz kontrolnih grupa (TCc, ACc i SFc) nisu imali znakove iktalne
aktivnosti nakon primene DMSO (Slika 4.4.-A).

Pacovi iz ovih grupa su imali bazalnu aktivnost na EEG zapisima koja odgovara
aktivnosti pri ,grooming-u“. Sporadi¢na pojava izolovanih Siljaka bila je karakteristi¢na za EEG

zapise u TC + L grupi (Slika 4.4.-B), nakon primene lindana.

Iktalna aktivnost je takode registrovana i kod Zivotinja iz AC + L grupe u periodu nakon
administracije lindana (Slika 4.4.-C).
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Slika 4.4. Prikaz reprezentativnih EEG zapisa u grupama nakon akutne fragmentacije
spavanja

Odgovarajuci reprezentativni zapisi EEG aktivnosti u (A) kontrolnim grupama (TCc, ACc i SFc) na kome je
prikazana bazalna aktivnost bez znakova epileptiformih promena, i (B) TC+L, (C) AC+L i (D) SF+L grupe
nakon administracije subkonvulzivne doze lindana, na kojima je prikazana progresivna pojava iktalnih
obrazaca. Na Ci D su primjeri iktalnih perioda koji su kvantifikovani prema definiciji. Odvod: levi frontalni-
desni parietalni korteks.
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U EEG zapisima Zivotinja iz SF+L grupe bile su prisutne serije visokonaponskih iktalnih
praznjenja (Slika 4.4.-D).

Kvantitativna analiza iktalnih razdoblja, odnosno njihovog broja i trajanja pokazala je znacajne
razlike medu grupama. Broj iktalnih perioda po pacovu (Slika 4.5.) bio je znacajno veci u
eksperimentalnoj grupi SF + L u poredenju sa sedentarnom kontrolom TC + L, (p<0,05), kaoiu
poredenju sa kontrolnom grupom za aktivnost na tredmilu AC + L (p<0,05). Nije bilo statisticki
znacajne razlike izmedu AC + L i TC + L grupa u broju iktalnih fenomena po Zivotinji (p>0,05).

Trajanje iktalnih perioda (Slika 4.6.) imalo je tendenciju da bude vece u SF + L grupi u odnosu

na TC + LiAC + L, ali te razlike nisu bile statisti¢ki znacajne (p>0,05). Sto se ti¢e broja iktalnih
perioda po Zivotinji, nije bilo statisticki znacajne razlike izmedu AC + L i TC + L grupa (p>0,05).
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Slika 4.5. Broj iktalnih perioda po eksperimentalnoj Zivotinji tokom tridesetominutnog EEG
registrovanja na zivotinjama iz eksperimentalnih grupa nakon administracije lindana.
Statisticka znacajnost izmedu grupa je procenjena uz pomo¢ Kruskal-Wallis ANOVA i Mann-Whitney U
testa (*p<0.05vs. TC+L, #p<0.05 vs. AC+L).
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Slika 4.6. Trajanje iktalnih perioda tokom tridesetominutnog EEG registrovanja na
Zivotinjama iz eksperimentalnih grupa nakon administracije lindana.

Statisticka znacCajnost izmedu grupa je procenjena uz pomo¢ Kruskal-Wallis ANOVA i Mann-Whitney
U testa (*p<0.05 vs. TC+L, #p<0.05 vs. AC+L).

4.2. Uticaj hronic¢ne fragmentacije spavanja na ekscitabilnost
4.2.1. Analiza konvulzivnhog ponasanja

U SF14c, ACl4c i TC14c nije bilo bihejvioralnih znakova konvulzija, dok su konvulzije
zabeleZene u svim grupama koje su pretretirane lindanom.

Uclestalost napada (Slika 4.7.) bila je najveca u eksperimentalnoj grupi SF14+L, gde su bili
uniformno prisutni (incidenca=100%). Ucestalost u SF14+L grupi bila je statisticki znacajno
viSa u poredenju sa AC14+L grupom, sa incidencom od 33,33% (Fisherov test tacne
verovatnoce P=0,0303), kao i u poredenju sa TC+L grupom, koja je imala incidencu 16,67%
(Fisherov test tacne verovatnoce p=0,0076). Nije bilo znacajne razlike u incidenci izmedu
TC14+L i AC14+L grupa (33,33% u odnosu na 16,67%, Fisherov test tatne verovatnoce
p=0,5000).
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Slika 4.7. Efekti hroni¢ne fragmentacije spavanja na incidencu konvulzivnih napada
izazvanih lindanom kod pacova

Nakon adaptacije na eksperimentalne uslove, i nakon 14 dana protoka za fragmentaciju spavanja,
ucinjena je intraperitonealna administracija lindana (L) i tako su formirane odgovarajuée grupe.
eksperimentalna grupa (SF+L, sa protokolom trake 30s ON i 90s OFF), kontrola za aktivnost trake
(AC+L, 10min ON i 30 min OFF) i sedentarna-tredmil kontrola (TC+L, konstantno OFF reZim). Incidenca
konvulzivnih napada je prikazana kao procenat Zivotinja koje imaju konvulzije u odnosu na ukupan
broj Zivotinja u grupi (%). Za procenu statisticke znalajnosi koriscéen je Fiserov test tacne verovatnoce
(**p<0.01).

Slede¢i parametar konvulzivnog ponasSanja koji smo analizirali bio je period do nastanka
prvih bihejvioralnih znakova konvulzija, nakon administracije lindana (Slika 4.8.).
Kruskal-Wallis ANOVA testom pokazna je statisticki znacajna (H2=12,15, p<0,05) razlika u
latentnom periodu izmedu grupa TC14+L, AC14+L i SF14+L.

Latentni period bio je znacajno kra¢i u SF14+L grupi u odnosu na TC14+L (U=0,50, z=2,85,
p<0,01) i AC14+L grupe (U=13,00, z=2,75, p<0,01). [ako je srednja vrednost latentih perioda
Zivotinja iz AC14+L grupe bila manja u poredenju sa onom kod Zivotinja iz TC14+L, razlika nije
bila statisticki znacajna (U=13,00, z=0,85, p>0,05).
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Slika 4.8. Latentni period do nastanka konvulzivnog napada nakon hronicne
fragmentacije spavanja

Statisticka znacajnost razlika medu grupama procenjena je koriséenjem Kruskal-Wallis ANOVA i Man-
Whitney U testa (**p<0.01 vs. TC+L, #p<0.01 vs. AC+L.

Gradiranjem teZine konvulzija, uz pomo¢ prethodno opisane bihejvioralne deskriptivne
skale, srednja vrednost gradusa napada, kod Zivotinja iz SF14+L grupe bila je dva, dok su
pojedine Zivotinje dostizale i gradus 4 (Slika 4.9.). Intezitet napada u dve kontrolne TC14+L i
AC14+L grupe bio je slican sa srednjom vrednos$¢u gradusa 0, uz napomenu da su ipak nesto
viSe vrednosti imale Zivorinje iz AC14+L grupe.

Kruskal-Wallis ANOVA testom, pokazana je statisticki znacajna (H2=9,13, p<0,05) razlika u
intezitetu napada medu grupama. Statisticki gledano, Zivotinje iz SF14+L grupe imale su veci
intezitet napada u poredenju sa TC14+L grupom (U=13,00, z=-2,77, p<0,01). Nije bilo statisticki
znacajnih razlika izmedu Zivotinja iz AC14+L naspram SF14+L (U=6,00, z=-1,91, p>0,05) i
TC14+L u odnosu na AC14+L grupu (U=14,00, z=-0,74, p>0,05).
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Slika 4.9. Intezitet konvulzivnih napada ( gradus) nakon hroni¢ne fragmentacije
spavanja

Intezitet napada je procenjivan uz pomo¢ deskriptivne skale koja je prethodno opisana u delu Materijal
i Metode (gradus 0- nema napad; gradus 1- trzaj glave i donje vilice; gradus 2- mioklonus celog tela
(reakcija vrele ploce) i bilateralni klonus prednjih ekstremiteta sa potpunim uspravljanjem (Kengur
poloZaj); gradus 3-progresija i generalizovane klonicke konvulzije sa tonickom ekstenzijom prednjih i
zadnjih ekstremiteta i repa; gradus 4- prolongirane tonicko-klonicke konvulzije koje traju duZe od 20s
(status epilepticus) ili Ceste ponavljane epizode klonickih konvulzija produZeni vremenski period (preko
5 min). Statistic¢ka znacajnost razlika medu grupama procenjena je koris¢enjem Kruskal-Wallis ANOVA
i Man-Whitney U testa (**p<0.01 vs. TC+L, **p<0.01 vs. AC+L).

4.2.2. Analiza EEG

U EEG zapisima kod Zivotinja iz kontrolnih grupa TCc, Acc, SFc registrovana je bazalna
aktivnost (Slika 4.10.-A, C i E), bez znakova iktalnih praZnjenja. Zivotinje iz grupa pretretiranih
lindanom imale su iktalne fenomene na EEG zapisima koji su varirali od sporadic¢nih Siljaka do
grupa i serija visokofrekventnih S$iljak-talas kompleksa (Slika 4.10.-B(TC+L), D(AC+L) i
F(SF+L)).
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Slika 4.10. Reprezentativni EEG zapisi za grupe TC14c, AC14ciSF14c (A, CiE)i
TC14+L,AC14+LiSF14+L (B,DiF).

Reprezentativni EEG zapisi u kontrolnim grupama (TCc, ACc i SFc) za primenu hemokonvulzanta
pokazuju bazalnu aktivnost bez znakova epileptiformnih segmenata . Iktalna aktivnost je registrovana
nakon administracije subkonvulzivne doze lindana (SF+L, AC+L, TC+L) u vidu pojave Siljaka razlitite
incidence i trajanja. Odvod: Levo frontalni-desni parietalni korteks.

Kruskal-Wallis ANOVA testom, broj iktalnih perioda (Slika 4.11.) bio je znacajno razliCit
medu grupama koje su pretretirane lindanom (H2=13,28, p<0,05) TC14+L, AC14+L i SF14+L.
SF14+L grupa imala je znacajno vedi broj iktalnih perioda po pacovu, u poredenju sa TC14+L
(U=0,00, z=-2,81, p<0,01), kao i sa AC14+L grupom (U=0,00, z=-2,80, p<0,01, slika 4G).

U isto vreme, nije bilo statisticki znacajne razlike izmedu AC14+L i TC14+L grupa (U=5,50,
z=-1,94, p>0,05). Isto vredi za trajanje iktalnih perioda (Slika 4.11.) medu grupama
pretretiranim lindanom (TC14+L, AC14+L i SF14+L, H2=15,67, p<0,0).

74



Rezultati

Broj iktalnih perioda po pacovu

Trajanje iktalnih perioda [s]

25

N
o

L
w

-t
o

)]

14

12

10

* % #
——
B
——
| |
——
| |
——
® Medijana
- : [ ] 25%-75%
TC14+L AC14+L SF14+L T Min-Max
AKX ##
| |
" |
— T 1 1 __
m Medijana
[ ] 25%-75%
TC14+L AC14+L SF14+L _L_ Min-Max

Slika 4.11. Broj i trajanje iktalnih perioda nakon administracije subkonvulzivne

doze lindana.
Statisti¢cka znacajnost razlike medu grupama je procenjena uz pomo¢ KruskalWallis i Mann-

Whitney U testa (**p<0.01 vs. TC+L, ##p<0.01 vs. AC+L).
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4.3. Mehanizmi interakcije hroni¢ne fragmentacije spavanja i ekscitabilnosti
4.3.1. Analiza interleukina

Vrednosti IL-1f i IL-6 u serumu (Slika 4.12.) nisu pokazale statistiCku razliku izmedu
eksperimentalne (SF14) i kontrolnih grupa (AC14 i TC14) (F2,15=0,71, P>0,05; i F2,15=0,88,
p>0,05).
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Slika 4.12. Vrednosti interleukina IL-1f i IL6 u serumu nakon hroni¢ne fragmentacije
spavanja.

Nivoi IL-1b i IL6 u serumu Zivotinja su mereni upotrebom komercijalnog ELISA seta. Nisu pronadene
statisticki znacajne razlike medu grupama za IL1b (A) i IL6 (B) u serumu (p>0.05 vs. TC14 i AC14).

Prema jednosmernoj ANOVA analizi, postojale su znacajne razlike (p<0,01) izmedu TC14,
AC141iSF14 grupa u vrenostima IL-1 u hipokampusu (Slika 4.13.-A). Post hoc analiza pokazala
je da su vrednosti IL-1f3 u hipokampusu pokazale znacajno povecanje u SF14 grupi u poredenju
sa Zivotinjama iz TC14 (p<0,01) i AC14 grupa (p<0,05). Uoceno je da su nivoi IL-1 visi u AC14
grupi u komparaciji sa TC14, ali razlika nije bila statisticki znacajna (p >0,05). Sli¢na distribucija
primecena je u talamusu (p<0,01), pri ¢emu su Zivotinje iz SF14 grupe imale najvece vrednosti
IL-1f3 u sve tri grupe (p<0,01 naspram AC14 i TC14). Ponovo, vrednosti kod Zivotinja iz AC14
grupe bile su viSe u odnosu na Zivotinje iz TC14, ali nije postignuta statisticka znacajnost
(p>0,05) (Slika 4.13.-C). Isto vredi i za IL-1 u korteksu (p<0,05): SF grupa imala je znacajno
visSe vrednosti IL-1f u poredenju sa TC14 (p<0,05) i AC14 grupom (p<0,05), dok nisu
primecene znacajne razlike izmedu TC14 i AC14 grupa (p>0,05)(Slika 4.13.-E).

Za razliku od hipokampalnog IL-1f, post hoc analizom hipokampalnih vrednosti IL-6
pokazano je da su Zivotinje iz SF14 grupe imale najnize vrednosti u sve tri grupe (Slika 4.13.-
B), nivoi kod Zivotinja iz TC14 grupe bile su viSe, dok je AC14 grupa imala je najviSe vrednosti
IL-6; medutim, nije zabeleZena statistiCka znacajnost (p>0,05). Vrednosti IL-6 u talamusu (Slika
4.13.-D) rasporedene su na sledec¢i nacin: SF14<TC14<AC14, ali takode nije dobijena statisticka
znacajnost (p>0,05). Sa druge strane, prema jednosmernoj ANOVA analizi, postojale su
znacajne razlike (p<0,05) izmedu TC14, AC14 i SF14 grupa u nivou IL-6 u korteksu (Slika 4.13.-
F), vrednosti IL-6 su bile statisticki znac¢ajno vece u korteksu Zivotinja iz SF14 grupe u odnosu
na zivotinje iz TC14 i AC14 grupa (p<0,05).
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Slika 4.13. Vrednosti interleukina u mozdanim srtukturama eksperimentalnih Zivotinja-
korteks, talamus i hipokampus, nakon hroni¢ne fragmentacije spavanja

IInterleukin 1f: (C) Na grafikonu se mogu videti znajno poviSene vrednosti IlI-1 u hipokampusu Zivotinja
iz SF14 grupe u poredenju sa hipokampusima Zivotinja ostalih grupa (**p<0.01 vs. TC14, #p<0.05 vs.
AC14). Rezultati u ostalim strukturama su sli¢ni ovima: u talamusu (C), sa najveéim vrednostima u SF14
grupi (***p=0.001 vs. TC14, ###p=0.001 vs. AC14) i korteksu (E) (SF14 vs. TC14, *p<0.05; SF14 vs. AC14,
#p<0.05; AC14 vs. TC14, p>0.05). Interleukin 6: Vrednosti ovog interleukina su analizirane takode u
hipokampusu (B), talamusu (D) i korteksu (F). Razlike u nivou IL6 izmedu tri grupe nisu bile statisticki
znacajne u hipokampusu i u talamusu (p>0.05 vs. TC14 i AC14), dok je pronadena statisticka znacajnost u
korteksu (**p<0.05 vs. TC14 i AC14). Statisticka znacajnost je procenjena upotrebom uz pomo¢ One-Way
ANOVA sa Fiserovim LSD post hoc testiranjem.
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4.4. Uticaj akutne fragmentacije spavanja na anksioznost i potencijalni mehanizmi
4.4.1. Rezultati bihejvioralnih testiranja nakon fragmentacije spavanja

Analiza lokomotorne aktivnosti Zivotinja u testu otvorenog polja po zavrSetku
korespondentnog reZima na tredmilu za svaku grupu je pokazala razlicite obrasce ponasanja u
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Slika 4.14. Reprezentativni prikazi lokomotorne aktivnosti u testu otvorenog polja u (A)
tredmil kontrolnoj grupi, (B) kontrolnoj grupi za aktivnost, (C) grupi u kojoj je
sprovedena fragmentacija spavanja. Broj propinjanja na zadnje Sape (D), indeks
tigmotaksije (E) i vreme provedeno u centralnom delu otvorenog polja (F) u testu
otvorenog polja nakon protokola za fragmentaciju spavanja.

Broj propinjanja na zadnje Sape je predstavljen ukupnim brojem ovog fenomena. Indeks tigmotaksije je
definisan kao odnos ambulatornog kretanja koje je Zivotinja imala u perifernom delu otvorenog polja i
ukupne distance koju je Zivotinja presla u otvorenom polju. Vrednosti su predstavljene kao srednja
vrednost +- SE. Statisti¢ka znacajnost izmedu grupa je procenjena uz pomo¢ One-Way ANOVA sa Fiserovim
LSD post hoc testiranjem (*p<0.05, **p<0.01 vs. TC; #p<0.05, ##p<0.01 vs. AC).
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TC, AC i SF grupama, kao Sto je i prikazano na reprezentativnom Semama lokomotorne
aktivnosti u areni (Slika 4.14.).

Dalja kvantitativna analiza ponaSanja povezanog s anksiozno$¢u u testu otvorenog polja nije
pokazala statisticki znacajnu razliku izmedu kontrolnih grupa (TC vs. AC grupa) u svim
analiziranim parametrima (p>0.05, Slika 4.14.-D, E, F). Sa druge strane, registrovana je
statisticki znacCajna razlika izmedu eksperimentalne grupe koja je proSla protokol za
fragmentaciju spavanja (SF) i grupa koje su prosle kontrolne protokole (TC i AC grupe).
KoriS¢enjem One-Way ANOVA testa sa LSD post hoc testiranjem, eksperimentalne Zivotinje iz
SF grupe su imale statisticki zna¢ajno manji broj propinjanja na zadnje Sape, Sto je indikator
vertikalne aktivnosti, u poredenju sa Zivotinjama iz TC (p<0.01) i AC grupe (p<0.01, Slika 4.14.-
D). Indeks tigmotaksije je bio znacajno veci u SF grupi u poredenju sa TC (p<0.05) i AC grupom
(p<0.05, Slika 4.14.-E).

Kada je u pitanju vreme provedeno u centralnom delu otvorenog polja pokazano je da su
Zivotinje iz SF grupe znacajno manju koli¢inu vremena provodile u centru u poredenju sa
Zivotinjama iz TC grupe (p<0.05, Slika 4.14.-F).

Rezultati testa sa uzdignutim krstastim lavirintom su prikazani na Slici 4.15.
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Slika 4.15. Broj tranzicija izmedu otvorenih i zatvorenih krakova (A) i vreme provedeno
u otvorenim kracima (B) u uzdignutom krstastom lavirintu (EPM): sedentarna kontrola
(TC), kontrolna grupa za aktivnost (AC) i eksperimentalna grupa sa fragmentacijom
spavanja (SF).

Prikazane su srednje vrednosti +/- SE. Statisti¢ka znacajnost je procenjena uz pomoc¢ One-Way ANOVA
testa sa Fiserovim LSD post hoc testom (**p<0.01, ***p<0.001 vs. TC, ## p<0.01, ###p<0.001 vs. AC).

Nije primetena statisticki znacajna razlika izmedu kontrolnih grupa TC i AC, u svim
analiziranim parametrima (p>0.05, Slika 4.15.-A i B). Protokol za fragmentaciju spavanja
znacajno je smanjio vreme koje su Zivotinje provele u otvorenim kracima tokom testa, u
poredenju sa oba kontrolna protokola (SF vs. AC i SF vs. TC, p<0.01, Slika 4.15.-B). Dodatno,
broj tranzicija iz zatvorenih u otvorene krake bio je statisticki znacajno smanjen u
fragmentisanoj grupi u poredenju sa obe kontrolne grupe (SF vs. AC i TC, p<0.001, Slika 4.15.-
A).
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Rezultati testa svetlo/tama su predstavljeni na Slici 4.16. Vreme provedeno u svetlom delu
komore za ovaj test bilo je znacajno krace u SF grupi, u poredenju sa AC i TC grupom (p<0.05,
Slika 4.16.-A).

Isto se odnosi i na broj tranzicija iz svetlog u tamni kompartman (SF vs. ACi SF vs. TC, p<0.05,
Slika 4.16.-B). Parametri ovog testa nisu se znacajno razlikovali u kontrolnim grupama TC i AC
(p>0.05, Slika 4.16.-A i B).

4.4.2. Hormonske analize nakon fragmentacije spavanja
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Slika 4.16. Vreme provedeno u otvorenom delu komore za test svetlo/tama (A) i broj
tranzicija izmedu svetlog i tamnog kompartmana (B)

Kada je u pitanju vreme u svetlom kompartmanu, statisticka znacajnost je procenjena upotrebom One-Way
ANOVA testa sa Fiserovim LSD post hoc testiranjem, dok je broj tranzicija procenjen uz pomo¢ Kruskali
Wallis ANOVA i Man Whitney U testa (*p<0.05 vs. TC, #p<0.05 vs. AC).

Serumski nivoi hormona utvrdeni ELISA testom nisu pokazali znacajnu razliku za
testosteron, estradiol, progesteron i kortikosteron izmedu kontrolnih grupa TC i AC (p>0.05,
Slika 4.17.).

Sa druge strane, Zivotinje kojima je fragmentisano spavanje (SF grupa) imale su statisticki
znacajno nize nivoe testosterona, progesterona i estradiola u poredenju sa obe kontrolne grupe
AC i TC (p>0.05, Slika 4.17.-A, B i C). Nasuprot ovome, nije bilo statisticki znacajne razlike u
nivou kortikosterona izmedu eksperimentalne i kontrolnih grupa (SF vs. AC i TC, p>0.05, Slika
4.17.-D).
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Slika 4.17. Nivoi hormona u serumu (progesteron (A), testosteron (B), estradiol (C) i
kortikosteron (D)) nakon fragmentacije spavanja u grupama sedentarna kontrola (TC),

kontrolna grupa za aktivnost (AC) i fragmentacija spavanja (SF), neposredno nakon
eksperimenta

Serumski nivoi hormona su odredivani u odvojenoj kohorti Zivotinja neposredno nakon protokola za
fragmentaciju spavanja (n=6 po grupi) uz pomo¢ ELISA testa. Rezultati su predstavljeni kao srednja
vrednost +- SE. Statisticka znacajnost izmedu grupa je utvrdena koriséenjem One-Way ANOVA testa sa
Fiserovim LSD post hoc testom (*p<0.05 vs. TC, #p<0.05 vs. AC).

4. 5. Uticaj hronic¢ne fragmentacije spavanja na anksioznost i potencijalni mehanizmi
4.5.1. Analiza bihejvioralnih parametara

Reprezentativne trajektorije lokomotorne aktivnosti Zivotinja iz TC, AC i SD grupe na
pocetku (dan 0), kao i sedmog i Cetrnaestog dana nakon fragmentacije spavanja su prikazane
na Slici 4.18. Kao $to se moZe primetiti bihejvioralni Sabloni su vizuelno sli¢ni kod Zivotinja iz
TC i AC grupe tokom eksperimentalnog perioda, dok su razlike uocljive nakon 7 i 14 dana
fragmentacije kod Zivotinja iz SF grupe. Kvantitatvna evaluacija parametara povezanih sa
anksioznoScu u testu otvorenog polja nije pokazala razlike u kod Zivotinja iz TC grupe tokom
sve tri posmatrane tacke (0., 7.1 14. dan, p>0.05, Slika 4.19.). Iste rezultate pokazala je i analiza
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zivotinja iz AC grupe. Razlike su uocene kod Zivotinja iz SF grupe nakon 7 i 14 dana
fragmentacije. Broj propinjanja na zadnje Sape, kao indikator vertikalne aktivnosti, bio je
znacajno sniZen kod Zivotnja iz SF grupe u poredenju sa AC grupom (p<0.01), kao i TC grupom
(p<0.05). Ovaj parametar se smanjivao postepeno tokom vremena, tj. bio je znacajno niZi nakon

0.dan 7.dan 14.dan

BOX_1

TC

BOX_1 BOX_1 BOX_1

AC

SF

Slika 4.18. Reprezentativni Sematski prikazi lokomotorne aktivnosti u testu
otvorenog polja.

Reprezentativni prikazi kretanja u otvorenom polju Zivotinja iz eksperimentalne (SF) grupe i kontrolnih
grupa (AC i TC), na pocetku eksperimenta (dan 0, bazalna vrednost), kao i sedmog i Cetrnaestog dana
od pocetka eksperimentalnog protokola.

14 dana fragmentacije, u poredenju sa opserviranim vrednostima nakon 7 dana (p<0.05)( Slika
4.19.-A). Indeks tigmotaksije je bio statisticki znacajno veéi kod zivotinja iz SF grupe, u
poredenju sa Zivotinjama iz TC (p<0.05) i AC grupe (p<0.05), na kraju perioda fragmentacije.
Takode, indeks tigmotaksije je bio kod Zivotnja iz SF grupe statisticki znacajno niZi nakon
Cetrnaest dana (p<0.05) u poredenju sa bazalnim nivoima (Slika 4.19.-B). Pored ovoga,
analizirali smo i vreme koje su Zivotinje provele u centralnom delu otvorenog polja (Slika 4.19.-
C). Zivotinje iz SF grupe imale su tendenciju da provode zna¢ajno manje vremena u centru u
odnosu na one iz TC i AC grupa (p<0.01, Figura 4) nakon Cetrnaest dana fragmentacije, kao i
nakon 7 dana fragmentacija (p<0.05) sa efektom fragmentacije koji je bio direktno
proporcionalan periodu za koje je spavanje fragmentisano. Pored ovoga, primeceno je
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statisticki visoko znacajno skracenje vremena koje su zivotinje iz SF grupe provodile u
centralnom delu otvorenog polja 14. dana, u odnosu na bazalne vrednosti (p<0.001) i vrednosti
7. dana (p<0.01).
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Slika 4.19. Kvantitativna evaluacija parametara povezanih sa anksioznos¢u u testu
otvorenog polja

Broj propinjanja na zadnje Sape (a), indeks tigmotaksije (b) i vreme provedeno u centralnom delu
otvorenog polja (c) registrovani kod Zivotinja iz TC, AC i SF grupe. Indeks tigmotaksije je izracunat kac
odnos izmedu distance ambulatornog kretanja u perifernim delovima otvorenog polja i ukupne predene
distance u otvorenom polju. Vrednosti su izraZene kao srednja vrednost + SEM. Razlike unutar grupe su
procenjivane uz pomo¢ ANOVA testa sa Turkey-Kramer LSD post hoc testom *p<0.05, **p<0.01 i ***p=0.001
u SF grupi. Isti test je koris¢en za procenu statisticke razlike izmedu grupa #p<0.05 i ##p<0.01 vs. TC;
&p<0.05i &&p<0.01 vs. EC.
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Tokom bazalnog testiranja (0. dan) u testu uzdignutog Krstastog lavirinta nisu primecéene
razlike kod Zivotinja iz TC, AC i SF grupa. Sa druge strane, protokol za fragmentaciju spavanja
(SF grupa) znacajno je redukovao vreme koje su Zivotinje provodile u otvorenim kracima
tokom testa, u poredenju sa TC grupom (SF vs. TC, Slika 4.20.-A nakon sedam (p<0.01) i
Cetrnaest dana fragmentacije spavanja (p<0.001), kao i u poredenju sa Zivotinjama iz AC grupe
(SF vs. AC Slika 4.20.-A, nakon 7 (p<0.01) i 14 dana (p<0.001)).

Vreme koje su Zivotinje iz SF grupe provodile u otvorenim kracima se postepeno smanjivalo
tokom perioda fragmentacije i bilo je znaCajno niZe nakon 14 dana, u poredenju sa
opserviranim vrednostima nakon 7 dana (p<0.001).

Takode, ovo vreme, bilo je znacajno krace sedmog dana u odnosu na bazalne vrednosti
(p<0.001). Slican rezultat je registrovan i kada je u pitanju broj tranzicija iz zatvorenih u
otvorene krake nakon 7 i 14 dana (Slika 4.20.-B).
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Slika 4.20. Bihejvioralni obrasci u testu uzdignutog krstastog lavirinta: vreme
provedeno u otvorenim Kkracima (a) i broj tranzicija izmedu otvorenih i zatvorenih
krakova (b)

Vrednosti su izraZene kao srednja vrednost +- SEM. Razlike unutar grupe su procenjivane One-Way
ANOVA testom sa Turkey-Kramer LSD post hoc testiranjem (**p<0,01, ***p<0,001 u SF grupi). Isti testovi
su upotrebljeni za procenu statisticke razlike izmedu grupa (#p<0,05, ##p<0,01 vs. TC; &p<0,05,
&&p<0,01 i &&&p<0.001 vs. EC).

Rezultati registrovani testom svetlo/tama su prikazani na Slici 4.21. Nije primecena
statisticki znacCajna razlika u posmatranim parametrima medu grupama (SF, AC i TC) tokom
bazalnog merenja (p>0.05).

Vreme koje su Zivotinje iz SF grupe provodile u svetlom kompartmanu bilo je znacajno

krace u odnosu na Zivotinje iz TC i AC grupe 7. (p<0.01.) i 14. dana (p<0.001, Slika 4.21.-A). Isto
se odnosi i na broj tranzicija izmedu svetlog i tamnog kompartmana (Slika 4.21.-B).
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Slika 4.21. Bihejvioralni obrasci registrovani u testu svetlo/tama: vreme provedeno
u svetlom kompartmanu (A) i broj tranzicija izmedu svetlog i tamnog kompartmana
(B).

Vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost +/- SEM. Razlike unutar grupe su procenjene uz pomo¢
One-Way ANOVA testa sa Turkey-Kramer LS post hoc testiranjem (***p<0.001 u SF grupi). Istim
testovima procenjena je i statisticka razlika izmedu grupa (##p<0.001 i ###p=0.001 vs. TC; && p<0.01
[ &&&p=0.001 vs. EC.

4.5.2. Oksidativni stres u moZdanim strukturama

Hroni¢na Fragmentacija spavanja znacajno je uticala na pojavu oksidativnog stresa u
centralnom nervnom sistemu pacova. Koncentracija MDA je bila znacCajno veca u sve tri
izolovane strukture (talamus, hipokampus i korteks) kod eksperimentalnih Zivotinja (SF) u
poredenju sa Zivotinjama iz kontrolnih grupa (TC i AC)( Slika 4.22.-A).

Fragmentacija spavanja takode je indukovala alteraciju aktivnosti antioksidativnih enzima.
Aktivnost Gpx enzima je bila statisticki znacajno niZa u hipokampusu, talamusu i korteksu
pacova iz SF grupe u odnosu na Zivotinje iz TC grupe (p<0.05, Slika 4.22.-C), kao i u talamusu i
hipokampusu Zivotinja iz AC grupe (p<0.05). Nisu primecene razlike u aktivnosti enzima
izmedu ACi TC grupa.

Aktivnost SOD kod Zivotinja kojim je spavanje bilo fragmentisano je bila sniZzena u
hipokampusu i korteksu. [ako je aktvnost SOD merena u hipokampalnim strukturama bila
znacajno sniZena u SF grupi u poredenju sa obe kontrolne grupe, aktivnost SOD u korteksu je
bila razli¢ita samo u odnosu na TC grupu. Fragmentacija spavanja nije uticala na aktivnost SOD
u talamusu (Slika 4.22.-B). Nije primecena razlika u SOD aktivnosti u sve tri strukture izmedu
Zivotinja iz kontrolnih grupa (TCi AC).

Dok fragmentacija spavanja nije znacajno uticala na koncentraciju tiol grupa u hipokampusu
(p<0.05, Slika 4.22.-D), znacajan gubitak je opserviran u talamusu i korteksu -Zivotinja kojima
je fragmentisano spavanje, u poredenju sa zZivotinjama iz obe kontrolne grupe (TC i AC). Nije
bilo statisticki znacajne razike u koncentraciji tiol grupa medu Zivotinjama iz kontrolnih grupa.
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Slika 4.22. Oksidativni stres u hipokampusu, talamusu i cerebralnom korteksu po
zavrSetku fragmentacije spavanja. Nivoi malondialdehida (MDA, A), aktivnost
glutation peroksidaze (GPx, B), aktivnost superoksid dismutaze (SOD, C) i nivoi tiol

grupa (D) odredivani u moZdanim strukturama Zivotinja iz TC, AC i SF grupa.

Vrednosti su predstavljene kao srednja vrijednost +- SEM. Za utvrdivanje statisticke razlike izmedu
grupa koriséen je ANOVA test sa Turkey-Kramer LSD post hoc testom (*p<0.05, **p<0.001 i ***p=0.001
vs. TC; #p<0.05, ##p<0.001 i ###p=0.001 vs. AC).

4.5.3. Korelaciona analiza bihejvioralnih i biohemijskih testova

Kako bi se utvrdila povezanost MDA aktivnosti u talamusu, hipokampusu i korteksu sa
ponaSanjem Karakteristicnim za anksioznost, Koristili smo Pearsonov test, a rezultati
korelacionog matriksa su prikazani na Slika 4.23. Pokazana je znacajna negativna korelacija
izmedu MDA aktivnosti u hipokampusu, talamusu i korteksu sa vremenom koje su Zivotinje
provodile u centru otvorenog polja (r=-0.81, p<0.05; r=-0.83, p<0.01 i r=-0.86, p<0.01). Nije bilo
statisticki znacajne korelacije izmedu propinjanja na zadnje Sape i aktivnosti MDA u bilo kojoj
od tri izolovane strukture. Registrovana je znacajna negativna korelacija izmedu aktivnosti
MDA u hipokampusu, talamusu i korteksu Zivotinja kojima je spavanje bilo fragmentisano i
vremena koje su Zivotinje provodile u otvorenim kracima EPM testa (r=-0.94, p<0.01; r=-0.96,
p<0.01ir=-0.93, p<0.01) kao i sa viemenom provedenim u svetlom kompartmanu svetlo/tama
testa (r=-0.86, p<0.01; r=-0.93, p<0.01 i r=-0.94, p<0.01).
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Slika 4.23. Korelaciona analza izedu nivoa MDA u hipokampusu, talamusu i korteksu
i parametara ponasanja povezanog sa anksioznos¢u.

Korelacioni matriks pokazuje korelaciju izmedu nivoa MDA u ove tri strukture mozga i izlaznih varijabli
bihejvioralnih testova: test otvorenog polja (vreme provedeno u centru), test EPM (vreme provedeno u
otvorenim kracima) i testa L/D (vreme provedeno u svetlom kompartmanu). Distribucija svake
varijable je prikazana dijagnonalno. Gornji trouglasti matriks obuhvata Pearsonovu r vrednost. Donji
troglasti matriks uz pomo¢ dijagrama distribucije prikazuje odnose izmedu varijabli. *p<0.05 i
*p<0.001.

4.5.4. Analiza hipokampalnih PV-pozitivnih interneurona

Imunohistohemijskom analizom pokazana je ekspresija PV-pozitivnih interneurona,

uglavnom u predelu sloja piramidalnih neurona CA1i CA2/3 regiona, kao i u granularnom sloju
dentatnog girusa (Slika 4.24.).

Kvantifikacijom broja PV-pozitivnih interneurona u ova tri regiona nije primecena statisticki
znacajna razlika izmedu TC, AC i SF grupa (p>0.05).
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Slika 4.24. Kvantitativna analiza PV-pozitivnih interneurona u hipokampusu

Reprezentativna fotomikrografija hipokampusa sa CA1, CA2/3 i DG regionima (A).Graficki prikaz
broja PV+ interneurona u regionima hipokampusa (B). Vrednosti si izraZene kao medijana+SEM. Za
procenu razlika medu grupama koriséen je ANOVA test sa Turkey-Kramer LSD post hoc testiranjem.
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4.6. Uticaj frgmentacije spavanja na ponasanje karakteristicno za depresivni poremecaj
i mehanizmi interakcije

4.6.1. Fragmentacija spavanja i telesna masa eksperimentalnih Zivotinja

Telesna masa (g) svih Zivotinja iz eksperimentalne grupe (SF) i kontrolnih grupa (AC i TC)
je svakodnevno merena pre zapocinjanja eksperimentalnog protokola za taj dan (Slika 4.25.).
Analizom telesnih masa eksperimentalnih Zivotinja moZemo videti da je do 4. dana prisutan
linearni porast telesne mase kod sve Cetiri grupe sa manjim fluktuacijama izmedu pojedinac¢nih
Zivotinja, ali bez statisticki znacajne razlike medu grupama (SF vs. ACi TC, p>0,05; AC vs. TC,
p>0,05). Cetvrtog dana prirast telesne mase Zivotnja kojima je fragmentisano spavanje pocinje
da usporava znacajno u odnosu na obe kontrolne grupe i dolazi do pojave statistic¢ki znacajne
razlike u odnosu na Zivotinje iz sedentarne kontrolne grupe (SF vs. TC, p<0.05; SF vs. AC,
p>0.05).

0d 9. dana od pocetka eksperimenta telesna masa Zivotinja iz SF grupe prakticno stagnira
sa tendencijom gubitka na telesnoj masi i prisutna je visoko statisticki znacajna razlika u
odnosu na obe kontrolne grupe (SF vs. TC, p<0.001; SF vs. AC, p<0.001). Tokom svih dana
pracenja nije bilo statisticki znacajne razlike u telesnim masama izmedu kontrolnih grupa (AC
vs. TC, p>0.05).
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Slika 4.25. Telesna masa kod Zivotinja iz eksperimentalne i kontrolnih grupa merena
tokom svih dana trajanja eksperimenta

Vrednosti su izraZene kao apsolutna telesna teZina (mg).. Statisticka znacajnost razlika u telesnoj masi
izmedu dve grupe je utvrdena upotrebom t-testa (#p<0.05, **##p<0,01, ***###p<0,001, vs. #TC i *AC).
U zavisnosti od tretmana Zivotinje su podeljene u tri grupe: SF grupa kojoj je fragmentisano spavanje,
AC kontrolna grupa za aktivnost i TC-sedentarna kontrolna grupa.
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4.6.2. Fragmentacija spavanja i ponasanje povezano sa depresijom

U cilju utvrdivanja ponaSanja povezanog sa depresijom, koristili smo test forsiranog plivanja
u trajanju od 14 uzastopnih dana, tokom 6 sati svetle faze (8a.m-14p.m.) kako bi procenili
efekte akutne, subakutne i hroni¢ne fragmentacije na bihejvioralne parametre Zivotinja i iste
mogli medusobno da poredimo. Pre pocetka registrovanja uzeta je bazalna vrednost koja je
predstavljala prosecno vremene koje Zivotinje provedu u odredenom tipu ponasanja u testu
forsiranog pivanja za Zivotinje iz svih grupa (SF, AC, TC), Sto je na grafikonima obeleZeno sa 0.
Zivotinje kojima kojima je akutno fragmentisano spavanje (1. dan) su statisti¢ki visoko
znacajno krace plivale u odnosu na Zivotinje iz obe kontrolne grupe (###p<0,001 vs. TC;&&&
p<0,001 vs. AC)(Slika 4.26.). Kada je u pitanju razlika izmeSu efekata akutne, subakutne i
hroni¢ne fragmentacije kod Zivotinja iz SF grupe je primecena visoko statisticki znacajna
razlika nakon sedam (***p<0,001) i Cetrnaest (***p<0,001) dana fragmentacije u odnosu na
bazalnu vrednost. U isto vremene nije bilo statisti¢ki znacajne razlike u vremenu provedenom
u plivanju kod Zivotinja iz kontrolnih grupa (AC vs. TC, p>0.05, Slika 4.26.).

100
#iHh 8.8.8. #H#,8.8.8 #iH, 888
80}
0
(T
= 60
(1]
=
°
[<}]
g 40
o
=
20 *k%k
0 4 TC
0 1 7 14 % AC
Vreme (dani) # SF

Slika 4.26. Distribucija i trajanje plivanja kod Zivotinja iz eksperimentalne (SF) i
kontrolnih grupa (TC i AC) u testu forsiranog plivanja (FST)

Na grafikonu je prikazano trajanje plivanja kod Zivotinja iz sve tri grupe nakon akutne (1. dan),
subakutne (7. dan) i hronic¢ne (14. dan) fragmentacije spavanja. Kao 0 je obeleZeno prosecno trajanje
plivanja u ovom testu i vrednost je bila ista za Zivotinje iz svih grupa. Znacajnost razlika izmedu dve
grupe je utvrdena upotrebom t-testa ((###p<0,001 vs. TC;&&& p<0,001 vs. AC), dok je unutargrupna
razlika procenjena upotrebom one-way ANOVA sa Tukey-Kramer LSD post hoc testom (***p<0.001).

Pacovi sa fragmentisanim spavanjem su proveli statisticki znacajno manje vremena u borbi
(p<0,001) nakon akutne (1. dan), subakutne (7. dan) i hroni¢ne fragmentacije spavanja u
odnosu na obe kontrolne grupe (###p<0,001 vs. TC;&&& p<0,001 vs. AC, Slika 4.27.).
Neophodno je napomenuti da je kod Zivotinja iz eksperimentalne grupe doSlo do znacajnog
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pada u vremenu provedenom u 7. i Cetrnaestog dana u odnostu na bazalnu vrednost
(***p<0.001), dok je razlika izmedu 14. i 7. dana bila nesto manja ali i dalje statisticki znacajna
(*p<0.05). Nije bilo statisti¢ki znacajne razlike kod Zivotinja iz kontrolnih grupa (AC vs. TC,
p>0.05, Slika 4.27.).
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Slika 4.27. Distribucija i trajanje borbe kod Zivotinja iz eksperimentalne (SF) i
kontrolnih grupa (TC i AC) u testu forsiranog plivanja (FST)

Na grafikonu je prikazano trajanje plivanja kod Zivotinja iz sve tri grupe nakon akutne (1. dan),
subakutne (7. dan) i hronicne (14. dan) fragmentacije spavanja. Kao 0 je obeleZeno prosecno trajanje
plivanja u ovom testu i vrednost je bila ista za Zivotinje iz svih grupa. Znacajnost razlika izmedu dve
grupe je utvrdena upotrebom t-testa ((###p<0,001 vs. TC;&&& p<0,001 vs. AC), dok je unutargrupna
razlika procenjena upotrebom one-way ANOVA sa Tukey-Kramer LSD post hoc testom (*p<0.05,
**4p<0.001).

Zivotinje iz eksperimentalne grupe su tokom celog trajanja eksperimenta statisti¢ki
znacajno duZe flotirale u odnosu na Zivotinje iz obe kontrolne grupe (###p<0,001 vs. TC;&&&
p<0,001 vs. AC, Slika 4.28.).

Subakutna i hroni¢na fragmentacija spavanja uzrokovala je visoko statisticki znacajno
produZenje vremena flotiranja kod Zivotinja iz eksperimentalne grupe (***p<0.001) u odnosu
na bazalnu vrednost. Nije bilo statisticki znacajne razlike kod Zivotinja iz kontrolnih grupa (AC
vs. TC, p>0.05, Slika 4.28.).

91



Rezultati

300
250 *kk
E *kk
=
€ 200
L
R
9
b
@ 150
&
e
>
100
50 $ TC
0 1 7 14 % AC
Vreme (dani) # SF

Slika 4.28. Distribucija i trajanje flotiranja kod Zivotinja iz eksperimentalne (SF) i

kontrolnih grupa (TC i AC) u testu forsiranog plivanja (FST)

Na grafikonu je prikazano trajanje plivanja kod Zivotinja iz sve tri grupe nakon akutne (1. dan),
subakutne (7. dan) i hronicne (14. dan) fragmentacije spavanja. Kao 0 je obeleZeno prosecno trajanje
plivanja u ovom testu i vrednost je bila ista za Zivotinje iz svih grupa. Znacajnost razlika izmedu dve
grupe je utvrdena upotrebom t-testa ((###p<0,001 vs. TC;&&& p<0,001 vs. AC), dok je unutargrupna
razlika procenjena upotrebom one-way ANOVA sa Tukey-Kramer LSD post hoc testom (***p<0.001).

4.6.3. Fragmentacija spavanja i kognitivne funkcije (ucenje i pamcenje)

U cilju procene kognitivnog ponasanja i kognitivnih funkcija, uenja i pamcenja, sve Zivotinje
iz eksperimentalne i kontrolnih grupa su 1. i 14 dana podvrgnute modifikovanom testu
uzdignutog krstastog lavirinta kako bi procenili akutne i hroni¢ne efekte fragmentacije
spavanja (Slika 4.29.).
vreme.

Tokom predtesta nije utvrdena statisticki znacajna razlika u trajanju TL1 latentnog vremena
izmedu eksperimentalne i kontrolnih grupa nakon akutne (1) i hroni¢ne fragmentacije
spavanja (14) (SF vs. ACi TC, p>0,05, Slika 4.29.-A).

Test retencije je pokazao da su Zivotinje iz eksperimentalne grupe imale statisticki visoko
znacajno krace TL2 latentno vreme kako 1. tako i 14. dana (###p<0,001 SF vs. TC;&&& p<0,001

SF vs. AC) u poredenju sa kontrolnim Zivotinjama (Slika 4.29.-B).

Takode ista razlika je primecena i kada se napravi apsolutna razlika izmedu TL1 i TL2
(###p<0,001 SF vs. TC;&&& p<0,001 SF vs. AC, Slika 4.29.-C).
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Slika 4.29. Latentno vreme transfera tokom predtesta (A), retencije (B) i razlika (C,
TL1-TL2) u modifikovanom testu uzdignutog Kkrstastog lavirinta kod kontrolnih i
eksperimentalnih Zivotinja

Latentno vreme transfera iz otvorenog u zatvoreni krak tokom predtesta (T1 latentno vreme) i retencije
(T2 latentno vreme) kao i razlika (TL1-TL2) je izraZeno kao prosec¢na vrednost *+ standardna greska.
Statisticka znacajnost razlika izmedu grupa je utvrdena one — way ANOVA testom (###p<0,001 SF vs.
TC;&&& p<0,001 SF vs. AC).

4.6.4. Hronicna fragmentacija spavanja i serumski nivoi testosterona i kortikosterona

Uzimanje uzorka i priprema seruma za analizu koncentracije kortikosterona i testosterona
izvrSena je odmah po zavrSetku cetrnaesto-dnevne, hronicne, fragmentacije spavanja.

Prlikom uzorkovanja krvi za analizu iz repne vene, uzorci za kortikosteron su, u cilju
izbegavanja cirkadijalne fluktuacije koncentracije ovog hormona, dobijeni konzistentnim
uzorkovanjem krvi izmedu 14.001i 15.00 h.

Biohemijska analiza uzoraka pokazala je da su Zivotinje nakon hroni¢ne fragmentacije
spavanja imale statisticki visoko znacajno vecu serumsku koncentraciju kortikosterona u
serumu u odnosu na zZivotinje iz obe kontrolne grupe (##p<0,001 SF vs. TC;** p<0,001 SF vs.
AC, Slika 4.30.).

93



Rezultati

Sa druge strane, koncentracija serumskog testosterona je kod fragmentisanih Zivotinja bila
statisticki znacajno niZa, u poredenju sa Zivotinjama iz kontrolnih grupa AC i TC (#p<0,05 SF
vs. TC;* p<0,05 SF vs. AC, Slika 4.31.).
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Slika 4.30. Koncentracija kortikosterona u serumu nakon hroni¢ne fragmentacije
spavanja
Koncentracije kortikosterona u serumu su odredene ELISA metodom. Vrednosti su izraZene kao

prosecna vrednost * standardna greska. Statisticka znacajnost razlika izmedu grupa je utvrdena one -
way ANOVA testom (##p<0,001 SF vs. TC;** p<0,001 SF vs. AC).
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Slika 4.31. Koncentracija testosterona u serumu nakon hroni¢ne fragmentacije
spavanja
Koncentracije testosterona u serumu su odredene ELISA metodom. Vrednosti su izraZene kao prosecnc

vrednost * standardna greska. Statisticka znacajnost razlika izmedu grupa je utvrdena one - way
ANOVA testom ((#p<0,05 SF vs. TC;* p<0,05 SF vs. AC).
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Rezultati

4.6.5. Hroni¢na fragmentacija spavanja i imunohistohemijska ekspresija markera
neurogeneze i gliogeneze u hipokampusu

4.6.5.1. Hronic¢na fragmentacija spavanja i ekspresija Ki-67 pozitivnih celija u
SGZ hipokampusa

Kvantitativna analiza broja Ki-67-pozitivnih Celija je pokazala da nije bilo statisticki znacajne
razlike izmedu ispitivanih grupa (SF vs. ACi TC, p>0,05, Slika 4.32.).
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Slika 4.32. Reprezentativna fotomikrografija Ki-67 pozitivnih celija u SGZ hipokampusa
Zivotinje iz TC grupe (A) i graficki prikaz broja Ki-67-pozitivnih ¢elija u ispitivanim
grupama (B).

Vrednosti su izraZene kao prosecna vrednost * standardna grska. Statisticka znacajnost razlika izmedu
grupa je ispitivana upotrebom one- way ANOVA testa (SF vs. AC i TC, p>0,05).
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4.6.5.2. Hroni¢na fragmentacija spavanja i ekspresija DCX-pozitivnih celija u SGZ

hipokampusa

DCX imunoreaktivni neuroni u hipokampusima zivotinja iz eksperimentalne i
kontrolnih grupa su bili predominantno lokalizovani duz SGZ u DG hipokampusa. Analizom
broja DCX-pozitivnih Celija nije uocena statisticki znacajna razlika u broju ovih celija izmedu
ispitivanih grupa (SF vs. ACi TC, p>0,05, Slika 4.33.).
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Slika 4.33. Reprezentativna fotomikrografija DCX-pozitivnih celija u SGZ hipokampusa
Zivotinje iz kontrolne grupe (A) i graficki prikaz broja DCX-pozitivnih celija u ispitivanim
grupama (B)

Vrednosti su izraZene kao prose¢na vrednost + standardna greska. Statisticka znacajnost razlika izmedu
dve grupe je ispitivana upotrebom one- way ANOVA testa (SF vs. AC i TC, p>0,05).
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Rezultati

4.6.5.3. Hroni¢na fragmentacija spavanja i ekspresija GFAP+ astrocita u hipokampusu
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Slika 4.34. Reprezentativna fotomikrografija GFAP-pozitivnih astrocita u hipokampusu
sedentatne kontrole (A) i graficki prikaz procentualne zastupljenosti ekspresije GFAP
imunoreaktivnosti u ispitivanim grupama (B)
Procentualna zastupljenost ekspresije GFAP prikazana je kao srednja vrednost + standardna devijacija.
Znacajnost razlike izmedu grupa je ispitivana upotrebom one- way ANOVA testa (SF vs. AC i TC, p>0,05).

Astrociti, koji uobicajeno sadrze GFAP su lokalizovani Sirom dentatnog girusa. Na
fotomikrografiji se jasno mogu uociti Celijska tela i produzeci GFAP-imunoreaktivnih astrocita.
Rezultati kvantitativne analize ekspresije GFAP markera astrocita nisu pokazali statisticki
znacajnu razliku izmedu ispitivanih grupa (p<0,01, Slika 4.34.).
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Diskusija

Rezultati istrazivanja koje smo sproveli pokazali su da visokofrekventna fragmentacija
spavanja po uzoru na onu koja se javlja kod opstruktivne apneje u spavanju dovodi do
povecanja moZdane ekscitabilnosti neurona, kako akutno, tako i kada je prolongirana. Ovi
rezultati su potvrdeni bihejvioralnom i elektroencefalografskom analizom. Analiza
konvulzivnog bihejviora je pokazala vecu incidencu napada kod Zivotinja iz eksperimentalne
grupe koja je pracena kra¢im latentnim periodom i ve¢im intezitetom u oba dela eksperimenta
(akutna i hroni¢na fragmentacija spavanja). Kada je u pitanju elektroencefalografska analiza,
akutna i hroni¢na fragmentacija spavanja dovele su do pojave serija visokonaponske iktalne
aktivnosti, dok je kvantitativna analiza iktalnih razdoblja takode pokazala znacajne razlike
medu grupama. U kontrolnoj grupi za aktivnost primecena je sporaditna pojava iktalnih
fenomena, dok su Zivotinje iz sedentarne kontrolne grupe imale uredan EEG zapis. Nakon
hroni¢ne fragmentacije spavanja vrednosti IL-1f bile su znacajno povecane u hipokampusu,
talamusu i korteksu zivotinja iz eksperimentalne grupe. Nivoi IL-6 su bili najniZi u
hipokampusu i talamusu eksperimentalnih Zivotinja ali bez statisticke razlike u odnosu na
Zivotinje iz kontrolnih grupa, ali nije pronadena statisticki znacajna razlika. Kada je u pitanju
korteks, vrednosti IL-6 kod eksperimentalnih Zivotinja bile su znacajno ve¢e u odnosu na
Zivotinje iz kontrolnih grupa.

Vec je pokazano da promene obrazaca spavanja imaju duboke efekte na podloZnost za
pojavu konvulzija, a uticaj totalne i parcijalne deprivacije spavanja na pacijente sa epilepsijom
je prethodno objasnjen (Scalise i sar., 2006; Lucey i sar., 2015). Ipak, odnos izmedu
fragmentacije spavanja i epilepsije joS uvek nije dovoljno rasvetljen. Nekoliko studija
proucavalo je efekte deprivacije spavanja na podloZnost konvulzivnim napadima, pri ¢emu se
pokazalo da deprivacija spavanja moZe povecati incidencu napada kod pacijenata sa
epilepsijom i eksperimentalnih Zivotinja (Hrn¢ic i sar., 2013). U preglednom radu Diaz-Negrillo
(2013) je pokazano da deprivacija spavanja povecava ucestalost konvulzivnih epizoda kod
pacijenata sa no¢nim fokalnim konvulzivnim epizodama u frontalnom reznju, dok su Aboul Ezz
i sar. (2021) pokazali da selektivna deprivacija povecava ucestalost i trajanje napada kod
pacova.

Pored deprivacije spavanja, uloga ciklusa spavanja i budnosti u predispoziciji za pojavu
konvulzivnih napada, takode je detaljno proucavana. NaruSena arhitektura, narocito
fragmentacija i deprivacija spavanja, mogu znacajno uticati na mozdanu ekscitabilnost. Ovi
efekti su zapaZeni i u animalnim i u studijama na humanoj populaciji. Jedna studija je utvrdila
da fragmentacija spavanja kod pacova dovodi do povecanja ekscitabilnosti u frontalnom
korteksu, regionu mozga koji je ukljucen u kognitivne procese (Sportiche i sar., 2010). Sli¢no
ovome, fragmentacija spavanja kod miSeva dovodi do povecanja ekscitabilnosti u
hipokampusu, koji je uklju¢en u uc¢enje i memoriju (Abel i sar., 2013). Deprivacija spavanja kod
ljudi povecava ekscitabilnost motornog korteksa Sto moZe uticati na smanjenje fizickih
performansi (Civardi i sar., 2001), ali dovodi i do smanjenja inhibitorne funkcije prednjeg
korteksa, Sto bi moglo doprineti kognitivnim oStecenjima (Yoo i sar., 2007). Mehanizmi koji
stoje iza ovih efekata nisu u potpunosti razjasnjeni, ali se veruje da poremecaj spavanja dovodi
do promena u ravnoteZi izmedu ekscitatornih i inhibitornih neurotransmitera u mozgu i
smanjenja inhibitornog neurotransmitera GABA u mozgu, Sto bi moglo doprineti povecanoj
ekscitabilnosti (Brown i sar., 2012). Ukupno, ove studije sugeriSu da naruSena arhitektura
spavanja moZe znacajno uticati na mozdanu ekscitabilnost, i tako dovesti do pada u kognitivnim
i motorickim performansama.
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[straZivanja su pokazala da fragmentacija spavanja moZe znacajno uticati na REM fazu. Jedno
istrazivanje je utvrdilo da cesta budenja tokom no¢i dovode do smanjenja kolicine REM
spavanja i povecanja broja REM perioda tokom no¢i (Ohayon i sar., 2004). U saglasnosti sa ovim
Mullington i sar. su pokazali da fragmentacija spavanja dovodi do znaCajnog smanjenja
vremena provedenog u REM fazi, kao i smanjenja procenta ukupnog vremena provedenog u
REM fazi spavanja (Mullington i sar., 2000). Pored uticaja na REM fazu, fragmentacija spavanja
takode moZe uticati na sporotalasno spavanje. U studiji VanCautera i sar. pokazano je da Cesta
budenja tokom no¢i dovode do smanjenja trajanja NREM faza spavanja (Werth i sar., 1997).
Druga istrazivanja potvrdila su ovaj rezultat i pokazala da fragmentacija spavanja ne samo da
dovodi do smanjenja ukupnog vremena provedenog u ne-REM fazama, ve¢ utice i na promene
u distribuciji razlicitih faza ne-REM spavanja (Bianchi i sar., 2011).

Nekoliko studija se bavilo odnosom izmedu REM faze spavanja i pojave konvulzija. Jedna
studija je utvrdila da su konvulzije ucestalije tokom REM faze spavanja u poredenju sa drugim
fazama spavanja. Studija proucavala 13 pacijenata sa farmako-rezistentnom epilepsijom koji su
prosli polisomnografsko pracenje kako bi se merili EEG i RSA (eng. respiratory sinus
arrhythmia) tokom spavanja. Istrazivaci su otkrili da je pojava konvulzivnih napada povezana
sa smanjenjem RSA tokom NREM spavanja, ali ne i tokom REM spavanja. Takode su otkrili da
je hiperekscitabilnost bila povezana sa smanjenjem trajanja dubokih faza sporotalasnog
spavanja (SWS) i pove¢anjem NREM1 faze. Ukupno, studija sugeriSe da promene u aktivnosti
autonomnog nervnog sistema tokom NREM spavanja, merene preko RSA, mogu biti povezane
sa pojavom napada epilepsije kod pacijenata sa farmakorezistentnom epilepsijom (Ng i
Pavlova, 2013). Druga studija je utvrdila da deprivacija REM spavanja, moZe smanjiti prag za
pojavu konvulzija. Cilj studije bio je proucavanje efekata faza spavanja i deprivacije spavanja na
konvulzivne napade. UkljuCeno je 15 pacijenata sa epilepsijom koji su prosli kontinuirano
video-EEG pracenje tokom fizioloSkog perioda spavanja i tokom deprivacije spavanja.
Istrazivaci su analizirali vrstu i ucestalost konvulzija u razli¢itim fazama i razli¢itim uslovima
spavanja. Rezultati su pokazali da se ve¢ina napada dogodila tokom spavanja (84% tokom
spavanja naspram 16% tokom budnosti). Takode, pojava napada se razlikovala tokom razlicitih
faza spavanja, pri cemu je najveca ucestalost napada zabeleZena tokom NREM 2 faze. Utvrdeno
je da deprivacija povecava ucestalost konvulzija kod nekih pacijenata, posebno onih sa
idiopatskom generalizovanom epilepsijom (Mallow i sar., 2002).

Ovi rezultati sugeriSu da REM faza spavanja moZe imati klju¢nu ulogu u regulaciji mozdane
hiperekscitabilnosti i pojave napada. Nadalje, sugeriSu da intervencije usmerene na modulaciju
REM faze spavanja mogu imati terapijski potencijal za leCenje epilepsije. Odredeni
antidepresivi, poput selektivnih inhibitora ponovnog preuzimanja serotonina (SSRI),
produZavaju vreme provedeno u REM fazi (Wilson i Argyropoulos, 2005). Ovaj efekat moZe biti
koristan za neke pacijente sa epilepsijom, jer bi potencijalno mogao smanjiti ucestalost ili
tezinu napada. Sa druge strane, odredeni antiepileptici, poput karbamazepina i fenitoina,
pokazali su se kao supresori REM spavanja (Bazil, 2003). Ovaj efekat moZe biti neZeljen za neke
pacijente sa epilepsijom, jer bi potencijalno mogao povecati rizik od napada. Stoga, prilikom
odluke o farmakoterapiji kod pacijenata sa epilepsijom, neophodno je uzeti u obzir njihov
efekat na REM fazu. Kada su u pitanju ne-farmakoloSke intervencije za moduliranje REM faze,
transkranijalna magnetna stimulacija (TMS), koja moZe selektivno ciljati regije mozga
ukljucene u regulaciju REM faze spavanja, pokazala je sposobnost da modulira ekscitabilnost
kod pacijenata sa epilepsijom. U jednoj studiji, TMS primenjen tokom REM faze spavanja
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smanjio je ekscitabilnost kortikalnih podrucja i povec¢ao prag za pojavu napada kod pacijenata
s epilepsijom (Fregni i sar., 2006).

Tac¢ni mehanizmi kojima REM faza utiCe na ekscitabilnost kod epilepsije nisu u potpunosti
razjas$njeni, ali postoji nekoliko aktuelnih teorija. Jedna teorija sugeriSe da REM faza moze
poboljSati GABA-ergicku inhibiciju, Sto bi moglo smanjiti verovatno¢u pojave napada (Ferini-
Strambi i Zucconi, 2000). Druga teorija sugeriSe da REM faza moZe olaksati konsolidaciju
memorije i neuroplasticnost, Sto bi moglo poboljsati kontrolu napada (Nir i Tononi, 2010). Osim
toga, pokazano je da REM faza povecava aktivnost odredenih neurotransmitera, poput
acetilholina, koji mogu imati antikonvulzivne efekte (Gottesmann, 2002). Medutim, vazno je
napomenuti da efekti REM faze na ekscitabilnost mogu varirati u zavisnosti od specificnog tipa
i teZine epilepsije, kao i individualnih faktora pacijenta.

Moore i sar. (2021) su istrazivali vezu izmedu faza spavanja i konvulzivnih napada kod
pacijenata sa epilepsijom i utvrdili da su napadi bili ucestaliji tokom prelaska iz sporotalasnog
spavanja (NREM) u REM fazu. Clemens i sar. (2007) su na eksperimentalnom modelu dobili
slicne rezultate, gde su otkrili da su napadi bili verovatniji tokom REM faze spavanja kod
pacova. Ova otkrica sugerisu da tranzicija iz NREM faze u REM fazu spavanja, kao i sama REM
faza, mogu igrati znacajnu ulogu u razvoju hiperekscitabilnosti. Jedan od potencijalnih
mehanizama zasluznih za ovaj efekat je promena u neurotransmiterskim sistemima koji se
javljaju tokom razlicitih faza ciklusa spavanja i budnosti. Na primer, nivoi GABA opadaju tokom
REM faze, Sto moZe dovesti do povecane pobudenosti u mozgu i poveéane incidence konvulzija
(Dell'Aquila i Soti, 2022). Takode, promene u nivoima drugih neurotransmitera, kao Sto su
glutamat i serotonin, takode mogu doprineti vezi izmedu spavanja i hiperekscitabilnosti (Fisher
isar.,, 2014). Fragmentacija spavanja je ¢esta pojava kod pacijenata sa apnejom u spavanju (Day
i sar.,, 1999) koja se sastoji od abnormalnog disanja kao glavnog simptoma i ciklicne pojave
prekida u spavanju sa frekvencom od 30 ili viSe prekida na sat u teSkim formama (Devinsky i
sar., 1994).

Studiju o uticaju fragmentisanog spavanja na epileptogenezu podelili smo na akutnu i
hroni¢nu kako bi stekli bolje razumevanje efekta ovog fenomena na moZdanu ekscitabilnost i
istrazili potencijalne mehanizme koji su odgovorni za ovu povezanost. Fragmentacija spavanja
i intermitentna hipoksija su glavna obeleZja OSA kod koje je primeceno sniZavanje praga za
nastanak konvulzivnih napada (Malow i sar., 2003). Neodgovoreno pitanje u trenutno
dostupnoj literaturi je i do kog nivoa fragmentacija spavanja doprinosi sniZenju praga
ekscitabilnosti kod apnoic¢nih pacijenata. Da bi se odgovorilo na ovo pitanje, Baud i sar. (2015)
su sproveli studiju o efektima hroni¢ne fragmentacije spavanja na podloZnost za konvulzije na
animalnom modelu. Istrazivaci su otkrili da hroni¢na fragmentacija spavanja u trajanju od 24
sata dnevno dovodi do povecane podloZnosti za konvulzije kod pacova. Medutim, studija nije
obuhvatila efekte razlic¢itih nivoa fragmentacije spavanja na podlozZnost za konvulzije.

U preglednom radu koji je objavio Stepanski (2002), definisani su razli¢iti nivoi
fragmentacije spavanja (akutni, subakutni i hroni¢ni) kao i minimalna ucestalost prekida kako
bi se spavanje smatralo fragmentisanim. Akutna fragmentacija ukljucuje prekid spavanja na 30
sekundi svakih pet minuta tokom jednog sata, subakutna prekid spavanja na 30 sekundi svakih
pet minuta tokom Sest sati dnevno sedam uzastopnih dana, a hroni¢na fragmentacija prekid
spavanja na 30 sekundi svakih pet minuta tokom Sest sati dnevno Cetrnaest uzastopnih dana.

Ovi razliciti nivoi fragmentacije spavanja omogudili su istraZivaCima da ispituju efekte
kratkorocne i dugorocne fragmentacije spavanja na podloZnost za konvulzivne napade kod
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pacova. Otkrili su da i akutna i hroni¢na fragmentacija spavanja povecavaju podloZnost za
pojavu epilepti¢nih napada, pri ¢emu hroni¢na fragmentacija ima ve¢i uticaj. Ipak, ni ova studija
nije dala odgovor za uticaj visokofrekventne fragmentacije spavanja, po uzoru na onu kod
pacijenata sa OSA, na ekscitabilnost.

Nasa studija je dala odgovor na ovo pitanje izolovanim ispitivanjem uticaja hroni¢ne
visokofrekventne fragmentacije spavanja na pojavu konvulzija u eksperimentalnim uslovima.
Efekat dugotrajne fragmentacije spavanja u trajanju od 14 dana, koris¢en je u saglasnosti sa
Baud i sar. (2015), kako bi se procenili hronicni efekti, sa razlikom u trajanju fragmentisanog
perioda, s obzirom da su Baud i sar. koristili 24h fragmentaciju, dok smo mi primenili
fragmentaciju 6/24h, koja je po naSem misljenju bolja za razumevanje njenih efekata s obzirom
da je to prosecno trajanje spavanja.

U prvom delu istraZivanja ispitivan je uticaj akutne fragmentacije spavanja, u trajanju od 6
sati svetle faze, na pojavu konvulzija kod eksperimentalnih Zivotinja. Modulacija spavanja
postignuta je uz pomo¢ tredmila za male eksperimentalne Zivotinje koji je kontrolisan
softverskim paketom uz konstantan nadzor istraZivaca, prema ve¢ prethodno opisanom
protokolu (30 prekida u toku jednog sata po Semi prekida koja se javlja kod pacijenata sa
teSkom opstruktivnom apnejom u spavanju). Nasi rezultati pokazali su da ovakav poremecaj
arhitekture spavanja potencira i bihejvioralne i EEG karakteristike epilepti¢ne aktivnosti kod
pacova. U naSem istrazZivanju akutna fragmentacija spavanja dovela je do znacajnog povecanja
incidence i inteziteta konvulzija, dok je skratila latentni period od davanja subkonvulzivne doze
lindana do pojave napada. Stavise, akutna fragmentacija spavanja u trajanju od 6 sati zna¢ajno
je povecala broj iktalnih perioda kod eksperimentalnih Zivotinja.

Neophodno je ista¢i da se efekti akutne i hroni¢ne fragmentacije spavanja znacajno
razlikuju, pre svega u smislu reakcije na stres, somatskog bola, smanjenog kvaliteta Zivota,
poremecaja raspolozZenja i kognitivne disfunkcije (Medic i sar., 2017). U oba istrazivanja,
ispitivanje uticaja akutne i hroni¢ne fragmentacije spavanja na ekscitabilnost, koris¢en je isti
protokol za fragmentaciju spavanja u istim eksperimentalnim uslovima, koji imitira poremecaj
spavanja u opstruktivnoj apneji u spavanju. KoriS¢enjem ovog specificnog protokola
fragmentacije, pomeranje (eng. Shift) u cirkardijalnom ritmu ili REM rebound efekat je moguc i
postoji velika moguénost njegove pojave.

"Sleep shift" se odnosi na promenu u vremenu i raspodeli faza spavanja, smanjenje trajanja
dubokih faza sporotalasnog spavanja (eng. slow-wave sleep) i povecanje trajanja povrsnih faza
(NREM faza 1) i REM spavanja. Ova promena se smatra kompenzatornim odgovorom na
ponavljana budenja i fragmentaciju spavanja koja se javlja tokom OSA (Almeneessier, 2020). Sa
druge strane, "REM rebound" efekat je kompenzatorno povecanje REM spavanja nakon perioda
smanjenog ili odsutnog REM spavanja. Kod osoba sa OSA, REM spavanje Cesto je poremeceno
zbog ucestalih budenja i fragmentacije spavanja. Medutim, tokom perioda dobre kontrole
apneje, kao Sto je nakon pocetka terapije kontinuiranim pozitivnim pritiskom (CPAP terapije),
dolazi do povecanja frekvencije i duzine REM spavanja, Sto se smatra rebound efektom (Cheng
isar., 2021).

[ "sleep shift" i "REM rebound effect” su primeceni kod osoba sa OSA i mogu imati vaZne
implikacije za kvalitet spavanja i ukupno zdravlje. Razumevanje ovih pojava moZe pomoci u
formiranju strategija lecenja za osobe sa OSA. Ipak oba ova fenomena su irelevantna u nasem
slucaju s obzirom da se ovaj efekat svakodnevno javlja kod pacijenata sa OSA.
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U drugom delu studije pokazali smo da dugotrajna visokofrekventna fragmentacija znacajno
facilitira konvulzivne napade. Ovakav rezultat je u saglasnosti sa ¢injenicom da je indukcioni
prag za nastanak konvulzivnog napada izuzetno osetljiv na promene obrazaca spavanja. Efekti
dugotrajne fragmentacije spavanja bili su znacajno teZi u odnosu na akutnu fragmentaciju, i
doveli su do povecanja ne samo incidence napada, ve¢ i bihejvioralne i EEG epilepti¢ne
aktivnosti nakon administracije subkonvulzivne doze lindana.

Postoji nekoliko pretpostavki vezano za uzroke uocene razlike u efektima akutne i hroni¢ne
fragmentacije spavanja, polazec¢i od alteracije HPA osovine (Bonnet i Arand 2003) do REM
rebound efekta kod hroni¢nog gubitka spavanja (Shrivastava i sar. 2014) i modifikovanja
arhitekture spavanja (Bonet i Arand, 2003). Ipak, definitivan odgovor na ovo pitanje jo$ uvek
nije pronaden. U velikom broju studija proucavan je uticaj totalne deprivacije spavanja kao i
REM deprivacije na psiholoSke poremecaje i ponasanje (Bonnet, 1986), kao i njihov odnos sa
epilepsijom (Hrnci¢ i sar., 2013). Ipak, znacajno manji broj studija bavio se fragmentacijom
spavanja i njenim uticajem na organizam. U fokusu sprovedenih studija do sada (Bonnet, 1986;
Levine i sar., 1987; Downey i Bonnet, 1987) bilo je razgranicenje fragmentacije spavanja kao
entiteta od deprivacije spavanja, kao i utvrdivanje minimalnog perioda za koji spavanje ne sme
biti prekinuto kako ne bi izgubilo svoje pozitivne efekte. Na osnovu ovih klinickih istrazivanja
moZe se zakljuciti da se fragmentacija spavanja odnosi na prekide spavanja sa frekvencijom od
6 do 60 na sat, a sve sa vecom ili manjom incidencom prekida ne potpada pod ovaj entitet. U
nasSim eksperimentima koristili smo fragmentaciju spavanja sa incidencom 30 prekida/sat u
eksperimentalnim grupama (SF), dok je kod kontrolnih grupa za aktivnost tredmila koriS¢en
protokol od 1.5 prekida/sat (AC). U dizajniranju protokola uzeli smo u obzir da je kod pacova
ciklus spavanja (i REM i NREM) kraci nekoliko minuta u poredenju sa ljudima (90-110 min)
kao i da postoje razlike u obrascima savanja (monofazno vs. polifazno)(Campbell i Tobler,
1984; Trachsel i sar., 1991; Diniz Behn i Booth, 2011). Ipak, neuromehanizmi koji kontrolisu
periode budnosti i spavanja, kako homeostatski tako i cirkadijalni, su visoko oc¢uvani kroz
evoluciju i medu vrstama (Brown i sar., 2012). Za eksperimentalni model epilepsije koriSc¢en je
lindan, koji je ve¢ opisan u literaturi (Vucevic i sar., 2008). Sama fragmentacija spavanja nije
dovela do pojave znakova iktalne aktivnosti kod eksperimentalnih Zivotinja (SFc). Takode,
neophodno je napomenuti da nisu primecene ni bihejvioralne ni EEG promene kod kontrolnih
grupa zZivotinja (ACc i TCc). Sa druge strane, akutna fragmentacija spavanja je dovela do
znacajnih bihejvioralnih i EEG promena kod eksperimentalnih grupa Zivotinja.

Vec je prethodno pokazano da postoji povecan broj pacijenata sa opstruktivnom apnejom u
spavanju koji kao pridruZenu bolest imaju i epilepsiju (Sonka i sar., 2000). Stavise, udruZenost
epilepsije i opstruktivne apneje u spavanju je veoma Cesta. Njihova zajednicka pojava moZe biti
slucajna, ali kada se jave zajedno, interreaguju i znacajno se facilitiraju medusobno (Manni i
sar., 2005). Takode opisano je da terapija apneje u spavanju sa kontinuiranim pozitivnim
respiratornim pritiskom (CPAP) ima znacajne pozitivne efekte na refraktarnu epilepsiju kod
ovih pacijenata (Pornsriniyom i sar.,2014), kao i na dnevnu somnolenciju i nedostatak paZnje
(Hoyt, 2005; Soldatos i Paparrigopoulos, 2005). Intermitentna hipoksija sa konsekutivnom
hipoksemijom kod apneje u spavanju je ve¢ uspostavljena hipoteza povecanja ekscitabilnosti
CNS-a (Seyal i sar,, 2010). Naime, hipoksija ima prokonvulzivni efekat (Jensen i sar., 1991;
Jensen i sar, 1992) preko razliCitih mehanizama koji uzrokuju glutaminergicku
neurotransmisiju posredstvom mikroglije (Rubaj i sar., 2003; Yang i sar., 2013). Intermitentna
hipoksija i fragmentacija spavanja kod ovog poremecaja najverovatnije imaju aditivni ili ¢ak
sinergisticki efekat, s obzirom da se zajedno javljaju kod opstruktivne apneje u spavanju, ali,
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imajuci u vidu prirodu oba fenomena, jako ih je teSko odvojeno proucavati u klini¢kim uslovima.
U nasim istraZivanjima koristili smo eksperimentalni dizajn uspostavljen od strane McKenna i
sar. (2007) koji nam je omogucio da pokaZemo da fragmentacija spavanja odvojeno kao entitet
(bez konkomitentne hipoksije) uzrokuje facilitaciju konvulzivnih napada. Ipak, znacaj
eksperimentalne fragmentacije spavanja kao posebnog entiteta sa isklju¢enjem intermitentne
hipoksije, je jos uvek upitan i neophodno je da bude dalje istrazen. Na primer, fenomen
fragmentacije je neophodno da bude prolongiran kako bi potencijalno izazvao znacajnije efekte
na viSe kognitivne funkcije (Ward i sar,, 2009). Ovako znacajan efekat koji fragmentacija
spavanja uzrokuje na incidencu i intezitet konvulzija moZe biti posledica ili poremecaja
arhitekture spavanja i fragmentacije ili gubitka duZine trajanja spavanja (Jain i sar., 2013).
McKenna i sar. (2007) su pokazali da visokofrekventna fragmentacija spavanja u trajanju od 6
sati uzrokuje znacajno produZenje perioda budnosti sa smanjenjem latentnog perioda do
zapoCinjanja spavanja i povecanje delta aktivnosti u NREM fazi kao i znaCajno produZenje
NREM faze tokom perioda oporavka. Takode, skraéenje pojedinih faza spavanja mozZe nam
pomo¢i da bolje razumemo mehanizme modulatornog efekta fragmentacije spavanja koja se
javlja kod opstruktivne apneje u spavanja na pojavu napada. Naime, pokazano je da je REM
spavanje krucijalno za pojavu epilepsije, a dovoljno trajanje REM faze smanjuje ekscitabilnost
(Hrnci¢ i sar., 2011). Neophodno je ista¢i da ova manipulacija spavanjem imitira fragmentaciju
spavanja videnu kod apneje u spavanju.

Dobar kvalitet spavanja je vazan za optimalno funkcionisanje organizma, ali je od
esencijalnog znacaja kod pacijenata sa epilepsijom jer nedostatak istog dovodi do pogorsanja
napada, povecanja ucCestalosti i refraktarne epilepsije (Bazil, 2017). Takode, ova nasa studija
mogla bi dati odgovor na pitanje zaSto terapija sa kontinuiranim pozitivnim respiratornim
pritiskom (CPAP) nije dovoljna za tretman OSA u smislu kontrole epilepsije (Malow i sar., 2003;
Bazil, 2017). Pozitivni efekti CPAP terapijskog protokola su pokazani kod oko 40% tretiranih
pacijenata sa OSA (Vaugh i sar. 1996; Beran i sar., 1999; Sonka i sar., 2000), sa prosetnim
smanjenjem incidence od oko 50% kod tretiranih pacijenata (Pornsriniyom i sar., 2014). Zaista,
ve¢ je dokazano da je hipoksija znacajan prokonvulzivni faktor (Jensen i sar., 1991, 1992),
facilitacijom glutaminergicke neurotransmisije (Rubaj i sar., 2003, Yang i sar., 2013). Ipak
ukoliko CPAP nije adekvatno primenjen, moZe rezultovati pojavom novih napada (Miano i sar.,
2008). Imajuci u vidu nase rezultate moZemo pretpostaviti da fragmentacija spavanja moZe biti
mehanizam zasluzan za sniZavanje praga za nastanak konvulzivnhog napada u apnoi¢nim
uslovima.

Epileptogeneza je kompleksan proces koji se karakteriSe trajnom predispozicijom za
nastanak konvulzija, i povezana je, izmedu ostalog, i sa promenama u imunskom sistemu
(Vezzani i sar., 2002; Lehtimaki i sar., 2007; Rosa i sar., 2016). Ve¢ je pokazano da poremecaji
spavanja imaju veoma znacajan uticaj na neuroinflamaciju, koja predstavlja proces u kome
imuni sistem odgovara na povrede ili oboljenja centralnog nervnog sistema. Hronicna
deprivacija spavanja, apneja u spavanju i druge forme poremecaja spavanja su povezane sa
povecanim nivoima proinflamatornih citokina u mozgu, Sto moZe dovesti do neuroinflamacije
i neuroloskih poremecaja. U jednoj studiji pokazano je da hroni¢na deprivacija spavanja dovodi
do povecanog nivoa interleukina 6 (IL-6) i TNF-a u mozgu, dva proinflamatorna citokina za koje
je poznato da su ukljuceni u proces neuroinflamacije (Zielinski i sar., 2014). U drugoj studiji
pokazano je da apneja u spavanju povezana sa povecanim nivoom C reaktivnog proteina (CRP),
jos jednim od markera inflamacije (Unnikrishnan i sar., 2015).
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Ova istraZivanja sugeriSu da disrupcija spavanja moZe da ima znacajnu ulogu u razvoju
neuroinflamacije, Sto moZe doprineti u patogenezi velikog broja neurolo$kih poremecaja kao
$to su Alchajmerova bolest, Parkinsonova bolest i druga neurodegenerativna oboljenja (Irwin
isar., 2016; Lengi sar., 2019).

U nasoj studiji nivoi IL-1f su bili poviSeni u talamusu, korteksu i hipokampusu Zivotinja iz
SF grupe, u odnosu na AC i TC grupu. Nije bilo statisti¢ki znacajne razlike izmedu AC i TC grupe,
ali nivoi IL-1f su bili ve¢i u kontrolnoj grupui za aktivnost na tredmilu u odnosu na sedentarnu
kontrolnu grupu, tako da ne moze se u potpunosti iskljuciti fizicka aktivnost kao pridruZeni
faktor za ovo povecanje. Kada su u pitanju vrednosti IL-6, statisticki znacajno povecanje
postojalo je samo u korteksu fragmentisanih Zivotinja, dok u hipokampusu i talamusu nije bilo
statistic¢ki znacajne razlike.

Odnos izmedu epilepsije i vrednosti IL-113 jo$ uvek nije razjasnjen u klinickim studijama: u
nekima je dokazana povezanost, u drugim nije (Tilgen i sar., 2002; Virta i sar., 2002; Kanemoto
i sar., 2003; Ozakara i sar., 2006). Sa druge strane, bazi¢ne eksperimentalne studije daju nam
vecu mogucénost da se uspostavi povezanost izmedu poviSenih vrednosti IL-113 i poveéane
konvulzivne aktivnosti. Vezzani i sar. (1999) su prvi objavili da IL-1f3 pojacava fokalnu
elektroencefalografsku  aktivnost konvulzija indukovanih kainatom posredstvom
glutaminergicke neurotransmisije. Inflamatorne alteracije kod pacova tokom konvulzivnih
epizoda se karakteriSu brzim porastom nivoa IL-113 u aktiviranim mikroglijama i astrocitima
(Fabene i sar. 2008). Stavise, ovi povi$eni nivoi IL-1f3 odrZavaju se i nakon prestanka napada,
Sto dodatno doprinosi hipotezi o uticaju IL-115 u mehanizmu nastanka spontanih konvulzivnih
napada (Allan i sar., 2005; Fabene i sar., 2008). Aktivacija IL-113 signalnog puta odvija se preko
netranskriptivno zavisnih enzimskih puteva, koji ukljucuju IL-1R1 posredovanu aktivaciju
neutralne sfingomijelinaze (Sanchez-Alvarez i sar., 2006) i posledi¢nu produkciju ceramida koji
aktivira Src-tirozin kinazni protein (Sanchez-Alvarez, 2006). Nakon toga, IL-1f2 pospeSuje
influks kalcijuma u hipokampalne piramidalne ¢elije koje su izloZene N-metil-D-aspartatu
(NMDA) fosforilacijom (preko Src kinaze) NR2B subjedinice NMDA receptorskog kompleksa,
koji je zasluZan za regulisanje permeabilnosti za jon Ca (Viviani i sar., 2003). Kada je osloboden
IL-1f3 se sa visokim afinitetom veZe za tip 1 IL-1 receptora (IL-1R1) koji je eksprimiran na
hipokampalnim neuronima (Ravizza i Vezzani. 2006). Nasuprot tome, kada konvulzija izazove
rapidnu produkciju IL-1f3, ushodna regulacija IL-1RA je usporena i odloZena obi¢no na
nekoliko sati (De Simoni i sar., 2000; Raviza i Vezzani. 2006). Ova Cinjenica sugeriSe da je
centralni nervni sistem znacajno manje efektivan od perifernog u obuzdavanju efekata
poviSene aktivnosti endogenog IL-113.

Konvulzije su obi¢no pracene i ekstenzivnim oStecenjem neurona, Sto moze dati odgovor na
razlog povecane produkcije IL-1 od strane mikroglija (Snchez-Alvarez i sar., 2006). Na
Celijskom nivou Toll-like receptori (TLR), aktivirani konvulzijom indikovanim heath shock
proteinima (HSP) indukuju aktivaciju nuklearnog faktora kappa B (NF-xf3), koji dovodi do
produkcije IL-1f3 (Hanke i Kielian. 2011). TLR3 doprinose hipokampalnoj ekscitabilnosi
ushodnom regulacijom receptora za proinflamatorne citokine kao $to je INF-f3 (Costelo i Lynch.
2013). FOX3P je takode eksprimiran od strane mikroglija u cilju nishodne regulacije
inflamatornog procesa, modulacijom NFxb, klju¢nog inflamatornog transkripcionog faktora
(Chungi sar., 2010). UkljuCenost ovih mehanizama u povecane vrednosti IL1{3 koje su videne u
nasoj studiji, ostaje otvoreno pitanje na koje je neophodno odgovoriti u nekoj od narednih
studija. Ovaj mehanizam je podrzan i antikonvulzivnim efektom IL-1{3 u bikukulinom izazvanim
napadima kod eksperimentalnih Zivotinja (Vezzani i sar., 2002). U naSoj studiji povecani nivoi
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IL-18 u cerebralnom korteksu, hipokampusu i talamusu u SF grupi su u saglasnosti sa
hipotezama o prokonvulzivnoj ulozi i neurotoksi¢nim efektima IL-1{3. Prokonvulzivna uloga
moZe biti postignuta posredstvom nekoliko mehanizama: IL1B se ponaSa kao direktni
prokonvulzivni agens kroz inhibiciju GABAa receprora i K* efluks (Wang i sar., 2000); inhibira
preuzimanje ekscitatornih neurotransmitera od strane glije (Hu i sar., 2000) i uzokuje
intracelulani influks jona kalcijuma, rezultujuéi tako modifikacijom voltazno zavisnih jonskih
kanala i redukcijom praga za nastanak konvulzija (Viviani i sar., 2003; Xu i sar., 2013). Drugi
mehanizmi takode mogu biti ukljuceni, na primer, poznato je da IL-113 povec¢ava produkciju
azot-dioksida (NO) u mozgu (Meini i sar., 2000), kao i da stimuliSe glutaminergicku
neurotransmisiju i uzrokuje neuronalnu hiperekscitabilnost (Zhu i sar., 2006). Nasuprot nasim
rezultatima Sayyah i sar. (2005) su prijavili antikonvulzivni efekat intraventrikularno
apliciranog IL-1f3 kod ,amigdala-kindling“ miSeva, Sto se potencijalno moZe objasniti sa
sposobnoscu IL-113 da modulira intracelularnu koncentraciju jona Ca2* na dozno-zavisan nacin,
balansirajuci tako ekscitatornu i inhibitornu neurotransmisiju (Zhu i sar., 2006; Li i sar., 2011).
Shematski prikaz predloZenih mehanizama prikazan je na Slici 5.1.

Kovulzijama-indukovani ,,heath
shock* proteini (HSPs)
@ ‘ TLR
Aktivacija nuklearnog

faktora kapa B (NFkB)

Poveéana produkcija IL-1B u aktiviranoj mikrogliji i astrocitima

|

IL-1B se vezuje za IL-1R1
lSrc kinaza

fosforilacija NMDA receptora

_______________________________________________________________________________________

i Povecan influks Ca2+ u ! 5 Inhibicija GABA, receptora, K* E i Povecana E
i hipokampalne piramidalne i I efluksa i ponovnog preuzimanja i E produkcija NO E
i neurone izlozene NMDA ! s ekscitatornih neurotransmitera | ! u mozgu !

Slika 5.1. Shematska reprezentacija aktivacije IL-1f i posledi¢cne pojave
hiperekscitabilnosti
Za detalje pogledati poglavlje Diskusija 5.2.

Pored IL-113, epileptogeneza je takode povezana i sa alteracijama u IL-6, ali je njegov efekat
joS uvek nedovoljno razjasnjen, a dostupne studije su kontradiktorne (D*Arcangelo i sar.,
2000). Nakon napada, IL-6 iRNA je rapidno stimulisana u hipokampusu, korteksu, dentatnom
girusu i amigdalama, dok je ushodna regulacija IL-6 receptora iRNK ogranitena samo na
hipokampus (Lehtimaki i sar., 2003). Nekoliko klinickih studija je pokazalo rapidno i prolazno
postiktalno povecanje IL-6 koje dostiZze maksimum nakon 12h i zadrZava se 24 sata nakon
konvulzije. Ipak, neki pacijenti sa hroni¢cnom epilepsijom imali su povecane nivoe IL-6 i u
bazalnim uslovima (Virta i sar., 2002; Lehtimaki i sar., 2004; Lehtimaki i sar., 2007; Alapirrti i
sar., 2009). Razlic¢iti tipovi epilepsije pokazali su razlicite obrasce u povecanju IL-6. Uzimajuci
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u obzir nizZe postiktalne nivoe IL-6 kod ozbiljnih formi epilesije, moZemo zakljuciti da se IL-6
potencijalno ponaSa kao protektivni agens (Bauer i sar., 2009). Nasuprot ovom misljenju,
postoje podaci da je egzogeno apliciran IL-6 doveo do atenuacije konvulzija kod pacova
(Fukudai sar., 2007). Studije sa transgenetskim pacovima reflektuju dvostruku prirodu IL-6, te
su Zivotinje deficijentne u IL-6 podloZnije na konvulzije, a one sa prekomernom ekspresijom
IL-6 imaju manji prag za nastanak spontanih napada i NMDA indukovanih napada,
najverovatnije usled redukovane GABA posredovane inhibicije (De Sarro i sar., 2004).

U nasSoj studiji poviSeni nivoi IL-1f3 i IL-6 su pronadeni u korteksu koji je uvek ukljuen u
patogenezu konvulzivnog napada (Alapirtti i sar., 2018).

IL-f je prepoznat kao prokonvulzivni i proinflamatorni citokin. Sa druge strane, IL-6 je
plejotropni citokin koji ima obe uloge i pro- i anti-inflamatornu sa predominantno
antikonvulzivnom prirodom (Erta i sar.,2012). U nasem istrazivanju pronadeni su poviseni
nivoi IL-1f u korteksu, hipokampusu i talamusu, sa IL-6 povecanim jedino u korteksu, nakon
hroni¢ne fragmentacije spavanja. MoZemo pretpostaviti da IL-1f moZe doprineti
epileptogenezi u nasoj studiji, modulacijom ili blokiranjem IL-6 posredovanog prenosa signala
u hipokampusu i talamusu, imajuéi u vidu da je takva interakcija ve¢ potvrdena u drugim
organskim sistemima (Deon i sar., 2001). Naime, antagonizam se moZe dogoditi na nivou
prenosa signala; npr. pokazano je da IL-13 suprimira Janus-STAT kinazni signalni put pomoc¢u
IL-6, i antagonizuje IL-6 posredovanu indukciju tkivnog inhibitora ekspresije metaloproteinaze
1 (Deonisar., 2001). Neuroinflamacija je zavisna od citokina, glijalne i neuronalne transdukcije
signala, kako u ekstracelularnom matriksu tako i u svim komponentama koje su medusobno
povezane. Povecani nivoi IL-6 u korteksu mogu da budu kompenzatorni odgovor u cilju
balansiranja poremecenog odnosa proinflamatornih i antiinflamatornih citokina. Ovo
potvrduje i cinjenica da je primecena ushodna regulacija IL-6 u uslovima povecane
ekscitabilnosti (Uludag i sar., 2013), Sto je verovatno i slucaj u nasem istrazivanju.

Nasa studija je pokazala da fragmentacija spavanja dovodi do pojave ponasanja koje je
karakteristicno za anksiogeni poremecaj, a efekti fragmentacije su direktno proporcionalni
vremenu za koje je spavanje naruseno. Kvantitativna analiza svih bihejvioralnih testova koji su
sprovedeni na eksperimentalnim Zivotinjama pokazala je ponaSanje indikativno za
anksioznost, Sto je podrazumevalo manji broj propinjanja na zadnje Sape, krace vreme
provedeno u centru i veci indeks tigmotaksije u testu otvorenog polja, kod Zivotinja kojima je
fragmentisano spavanje; kao i kra¢e vreme provedeno u otvorenom kraku i svetlom
kompartmanu, kao i smanjen broj tranzicija iz svetla u tamu, u testovima uzdignutog krstastog
lavirinta i svetlo/tama. Kod grupe Zivotinja kojima je akutno fragmentisano spavanje ELISA
testom utvrdeni su statisti¢ki znacajno niZi nivoi testosterona, progesterona i estradiola u
odnosu na Zivotinje iz kontrolnih grupa. Hroni¢na fragmentacija spavanja znacajno je uticala
na pojavu oksidativnog stresa u centralnom nervnom sistemu pacova, sa koncentracijom MDA
znacajno vecom u sve tri izolovane strukture (talamus, hipokampus i korteks) kod Zivotinja iz
eksperimentalne grupe, snizenom aktivnos¢u SOD, gubitkom thiol grupa u talamusu i korteksu
fragmentisanih Zivotinja i znacajno manjom aktivno$¢u Gpx enzima u sve tri izolovane
strukture.

Ova veza izmedu poremecaja spavanja i anksioznosti bila je fokus i drugih studija koje su
ispitivale druge oblike moduliranog spavanja. Jedno od glavnih saznanja sprovedenih studija u
ovoj oblasti jeste da poremecaji spavanja mogu povecati rizik od razvoja anksioznosti, Sto je u
saglasnosti sa rezultatima naSe studije. Na primer, meta-analiza Taylorai sar. (2005) pokazala
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je da poremecaji spavanja povecavaju rizik od razvoja anksioznosti, a anksioznost povecava
rizik od razvoja poremecaja spavanja. Dodatno, poremecaji spavanja mogu narusiti
emocionalnu regulaciju i kognitivne procese neophodne za efikasno suocavanje sa stresom i
anksioznoS¢u. Konkretno, mogu umanjiti sposobnost regulacije emocija, Sto dovodi do
povecanja negativnih emocija kao Sto su anksioznost, briga i strah. Osim toga, poremecaji
spavanja mogu ometati paznju i kogniciju, $to oteZava obradu i pamcéenje informacija povezanih
sa suocavanjem sa stresom i anksioznoS¢u. Baglioni i sar. (2011) analizirali su podatke iz
nekoliko epidemioloskih studija i utvrdili da osobe sa nesanicom imaju vec¢i rizik od razvoja
anksioznih poremecaja u odnosu na one bez nesanice. Autori su takode primetili da je nesanica
prediktor kasnije depresije, Sto moZe ukazivati na zajedni¢ki osnovni mehanizam kod
poremecaja spavanja i poremecaja raspolozenja. Slicno tome, Franzen i sar. (2008) su sproveli
studiju na mladim odraslim osobama i utvrdili da poremecaji spavanja znacajno predvidaju
simptome anksioznosti. Autori su sugerisali da poremecaji spavanja mogu biti rani marker
anksioznosti, buduci da su prethodili razvoju simptoma anksioznosti.

Potencijalni mehanizmi povezivanja poremecaja spavanja i anksioznosti ukljucuju:

1. Neurobioloske faktore: Spavanje i anksioznost dele nekoliko neurobioloskih puteva,
ukljucujuci hipotalamo-hipofizo-adrenalnu (HPA) osu, amigdalu i prefrontalni korteks.
Poremecaji u ovim putevima mogu dovesti do poremecaja spavanja i anksioznosti.

2. Kognitivne faktore: Poremecaji spavanja mogu dovesti do kognitivnih oStecenja, poput
paznje usmerene na negativne podraZaje i ruminacija, Sto je takode povezano sa
anksioznoscu.

3. Bihejvioralne faktore: Osobe sa poremecajima spavanja mogu izbegavati odredene
aktivnosti, poput socijalnih interakcija ili veZbanja, Sto moZe doprineti razvoju
anksioznosti.

Pokazano je da deprivacija spavanja ima znacajan uticaj na anksioznost. U meta analizi
Kalmbachai sar. (2018) dokazano je da deprivacija spavanja dovodi do egzacerbacije simptoma
anksioznosti. Smatra se da je odnos obostran i da anksioznost takode dovodi do pogorsanja
poremecaja spavanja (Kalmbach i sar., 2018). Jedan od potencijalnih mehanizama kojim se
moZe objasniti ova povezanost je uticaj deprivacije spavanja na regulaciju emocija. Adekvatno
spavanja je neophodno za valjano procesuiranje emocija, dok deprivacija spavanja dovodi do
pojave negativnih emocija i posledi¢no anksioznosti (Kalmbach i sar., 2018). Pored toga,
deprivacija spavanja moZe oStetiti kognitivne procese koji su neophodni za suocavanje sa
anksiozno$c¢u, poput paZnje i memorije (Thompson i sar., 2022). Ona takode dovodi do
povecCane aktivacije amigdale, regiona mozga koji je uklju¢en u procesuiranje emocija,
ukljuCuju¢i anksioznost (Tempesta i sar., 2021). Osim toga, deprivacija spavanja moze
pogorsati postoje¢e simptome anksioznosti. Osobe sa anksioznim poremecajima mogu imati
problema sa uspavljivanjem ili odrzavanjem sna, $to dovodi do pove¢anog nedostatka spavanja
i pogorsSanja simptoma anksioznosti (Thompson i sar., 2022). Nadalje, nedostatak spavanja
moZe oStetiti sposobnost donoSenja odluka i reSavanja problema, Sto dovodi do smanjene
sposobnosti za upravljanje situacijama koje izazivaju anksioznost (Tempesta i sar., 2021).

Fragmentacija spavanja u ovoj studiji je modelovana tako da izazove prekide spavanja slicne
onima koji se javljaju kod pacijenata sa OSA. Prethodni rezultati o uticaju narusSene arhitekture
spavanja na ponasanje povezano sa anksioznos¢u kod pacova su kontradiktorni, a o ta¢nim
uzrocima uocenih razlika se jo$ uvek raspravlja (Bonnet i Arand, 2003; Pires i sar., 2016).
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Naime fragmentacija spavanja je povecala ,grooming“ ali nije imala nikakvog efekta na
stereotipno ponasanje, lokomociju ili rezultat na testu uzdignutog krstastog lavirinta prema
rezultatima Tufika i sar. (2009). Sa druge strane, pokazano je da fragmentacija spavanja
znacajno snizava incidencu propinjanja na zadnje Sape, indikator vertikalne aktivnosti koji je
povezan sa eksplorativnim ponaSanjem. Dodatno, Suchecki i sar. (2002) su pokazali da su
pacovi imali smanjenu lokomotornu aktivnost i naglaSene bihejvioralne parametre
karakteristicne za anksioznost nakon fragmentacije spavanja postignute uz pomo¢
metodologije sa platformom. Prijavljeni su i letalni ishodi nakon hroni¢ne fragmentacije
spavanja u eksperimentalnim uslovima (Tufik i sar. 2009). Potencijalno objasnjenje razlicitih
rezultata moZe biti i posledica razlicite interpretacije rezultata kao i razli¢ite metodologije koja
je upotrebljena za postizanje disrupcije spavanja.

S obzirom na razliCite rezultate iz dostupne literature, narocito kada je u pitanju anksiogeni
potencijal akutne i hroni¢ne disrupcije spavanja, studiju o ispitivanju anksiogenog potencijala
fragmentacije spavanja smo podelili na dva dela: akutnu-u kojoj je ispitivan uticaj fragmentacije
spavanja u trajanju od 6 sati na parametre anksioznosti eksperimentalnih Zivotinja; subakutnu
i hroni¢nu-u kojoj je ispitivan uticaj prolongirane fragmentacije (u trajanju od 6h od 24h, tokom
sedam dana i 6h/24h tokom 14 dana) i posmatrana vremenska zavisnost opserviranih
promena.

Manipulacija spavanjem u nasoj studiji je dizajnirana prema vec¢ uspostavljenoj i Siroko
primenjivanoj metodologiji za fragmentaciju spavanja, koja ukljucuje dve kontrolne grupe
(sedentarnu-TC i kontrolnu grupu za lokomotornu aktivnost-AC) i eksperimentalnu grupu
kojoj je fragmentisano spavanje-SF (Guzman-Marin i sar., 2007). Izabrali smo model
visokofrekventne fragmentacije spavanja sa segmentima od 2 minuta u kojima je spavanje
fragmentisano u trajanju od 30 sekundi, a segmenti se nasumi¢no ponavljaju. Eksperiment je
sproveden tokom svetle faze u trajanju od 6 sati, s obzirom da se u tom periodu odvija najveca
kolic¢ina spavanja u fizioloskim uslovima. Ovaj protokol je izabran da najbolje oponasa promene
kod pacijenata sa teSkom apnejom u spavanju, kod kojih periodi hipopneje ili apneje Cesto traju
10-60 sekundi u intervalima od 1-2 minuta.

Prema prethodnim studijama u kojima je primenjivano polisomnografsko registrovanje
(McKenna i sar., 2007), Zivotinje koje su bile izloZene fragmentaciji spavanja u trajanju od 6
sati, imale su znac¢ajno duZe trajanje perioda budnosti ( sa 29.2% na 65.0%). Stavi$e, procenat
i NREM i REM faze spavanja je bio smanjen, a isto se odnosi na prosecno trajanje NREM faze
spavanja. Sve gore spomenute Cinjenice ukazuju da je ovim Zivotinjama spavanje bilo
fragmentisano. Uzimajuc¢i u obzir ove rezultate, zajedno sa naSim prethodnim iskustvom sa
ovom metodologijom, mi, u cilju izbegavanja izlaganja Zivotinja dodatnom stresu, nismo
standardno radili polisomnografiju na Zivotinjama. Ako pogledamo sam eksperimentalni dizajn
za TC, AC i SF grupe (0, 1.5 i 30 prekida spavanja po satu) mozemo videti da AC grupa ima
zanemarljiv broj prekida spavanja. Protokol za AC grupu je dizajniran kako bi se anulirali
pridruZeni efekti koje kretanje na traci tredmila potencijalno moze izazvati, sli¢cno kao u drugim
studijama (McGuire i sar., 2008). DuZina predenog puta za Zivotinje iz AC grupe je potpuno
jednaka onoj kod Zivotinja iz SF grupe, s tim da je spavanje Zivotinja u ovoj grupi neprekinuto
duZzi vremenski period u odnosu na SF grupu (1.5 prekida po satu naspram 30 prekida/h u SF
grupi)( Park i sar., 2014). Ovim se mogu objasniti i pojedine razlike u rezultatima izmedu TC i
AC grupe (0 naspram 1.5 prekida/h).
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Kada je u pitanju subakutna i hroni¢na manipulacija spavanjem, trebalo bi imati u vidu da
je REM rebound efekat mogu¢. Medutim, dokazano je da nestaje nakon prvog dana bez
fragmentacije (Kastin i sar., 2015). U studiji koju su sproveli Trammell i sar. (2014), miSevi
izloZeni 6-satnoj fragmentaciji potpuno su nadoknadili izgubljenu REM fazu spavanja tokom
narednog perioda od 18 sati u kojem je bilo dozvoljeno nesmetano spavanje, ali nisu vratili
izgubljeno sporotalasno spavanje (SWS), a pritom su zadrZali znaCajan SWS dug na kraju
posmatranog perioda . To nije bio slucaj sa fragmentacijom od 12 h/24 h ili 24 h/24 h, jer je
SWS dug takode odrzavan nakon perioda oporavka, i bio je ekvivalentan duZini trajanja
fragmentacije, sa tom razlikom da ovde nije doSlo do nadoknade REM faze spavanja. Ovo je
takode bio jedan od razloga zasto smo koristili fragmente spavanja od 6 sati- umesto 12 ili 24
sata. Prema nasim saznanjima, ovo je jedina studija koja je ukljucila obe, subakutne i hroni¢ne
efekte poremecenog kvaliteta spavanja na anksioznost u istoj grupi Zivotinja.

Rezultati sva tri bihejvioralna testa za ispitivanje anksioznosti (test otvorenog polja, test
uzdignutog krstastog lavirinta i light/dark test) primenjena u ovoj studiji su konzistentni i
pokazuju povecan nivo anksioznosti nakon fragmentacije spavanja prema ustaljenim
smernicama za interpretaciju (Prut i Belzung, 2003; Bourin i Hascoet 2003; Costall i sar., 1989).
Naime, ovi testovi za ponasSanje povezano sa anksiozno$¢u snaZzno sugeriSu redukciju
eksplorativnog bihejviora nakon akutne fragmentacije spavanja. Smanjeno vreme provedeno u
centralnom delu, kao i smanjen broj propinjanja na zadnje Sape, znacajno povecanje indeksa
tigmotaksije, kao i prolongirano vreme provedeno u tamnom polju pokazuju da su Zivotinje
nezainteresovane za istraZivanje nepoznatog regiona. Ovaj bihejvioralni obrazac odgovara slici
koja se vidi kod anksioznog poremecaja (Prut i Belzung, 2003). Stavise, poveéan indeks
tigmotaksije, kao najsenzitivniji znak, pokazuje da Zivotinje imaju tendenciju da se kre¢u po
uglovima, blizu zidova otvorene arene. Sa druge strane, nalaz smanjenog propinjanja na zadnje
ekstremitete dodatno potvrduje smanjenje eksplorativne aktivnosti, samo u ovom slucaju
vertikalne komponente. Obrazac ponaSanja koji karakteriSe ocigledan pad u vremenu
provedenom u centralnom podrucju otvorenog polja, rast indeksa tigmotaksije, zajedno sa
padom broja propinjanja na zadnje ekstremitete, 14. dan u odnosu na 7. dan u SF grupi, jasno
pokazuje uticaj koji ima trajanje fragmentisanog spavanja. Rezultati oba testa svetlo/tamno i
uzdignutog krstastog lavirinta su u saglasnosti sa rezultatima testa otvorenog polja, budu¢i da
su opservirani efekti ozbiljniji kod hroni¢nih (14 dana) u poredenju sa subakutnim (7 dana)
uslovima. Kada je u pitanju prolongirana fragmentacija, pokazano je da anksiogeni potencijal
narusenog kvaliteta spavanja direktno zavisi od vremena za koje je spavanje fragmentisano ili
od duZine fragmentacije.

[ako se veruje da pacijenti sa opstruktivnom apnejom u spavanju (OSA)
imaju slabije mentalno zdravlje, brojne studije nisu uspele da pokaZu znacajnu korelaciju
izmedu ova dva fenomena (Bajpai i sar., 2014). Ipak, pretpostavka je da uzrok ove povezanosti
moZe biti u fragmentaciji spavanja ili njegovom loSem kvalitetu. U nasSim eksperimentima
visokofrekventni hronicni prekid spavanja doveo je do povecanja anksioznih obrazaca
ponasanja kod muZjaka glodara, Sto je u skladu sa rezultatima Sateie, koji su pokazali da
poremecaj kvaliteta i kontinuiteta spavanja predisponiraju razvoj ili pogorsanje mentalnih
bolesti (Sateia, 2009). NaSi rezultati pobijaju teoriju da psihopatologija kod OSA predstavlja i
etioloski uzrok i komplikaciju (Haba-Rubio, 2005) s obzirom da smo jasno pokazali da
poremecaj spavanja, slican onom kod apneje u spavanju, izaziva anksioznost u
eksperimentalnim uslovima. Jednom razvijena, anksioznost moZe dodatno pogorsati kvalitet
spavanja stvarajuci zaCarani krug, jer poremecaj spavanja i mentalno zdravlje poticu iz istih
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neurobioloskih procesa (Haba-Rubio, 2005), $to je ovde verovatno slucaj. Prema objavljenim
podacima, postoji znacajno povecanje u samostalno konstatovanoj anksioznosti, frustraciji,
gubitku interesa i motivacije kod pacijenata sa opstruktivnom apnejom u spavanju (Pires i sar.,
2016; Suchecki i sar., 2012; Perry i sar., 2008). Stavise, povecan broj saobrac¢ajnih nezgoda je
primecen kod ovih pacijenata, usled nedostatka koncentracije i problema sa kognicijom (Nair i
sar.,, 2011). Kada se analiziraju efekti disrupcije spavanja na fluktuacije raspoloZenja i
anksioznost, neophodno je da imamo na umu bidirekcioni odnos izmedu ovih entiteta kao i da
je diferencijacija uzroka i posledice jako kompleksna. Pored fragmentacije spavanja, pojedine
studije sugeriSu da se deprivacija spavanja moZe koristiti kao eksperimentalni model manije
kod pacova usled lokomotorne ,hiperreaktivnosti“ (Tartar i sar., 2009; Suchecki i sar., 2012).

Kada su u pitanju mehanizmi za nastanak opserviranih promena nakon fragmentacije
spavanja, na osnovu prethodnih studija posSli smo od pretpostavke da akutni efekti
fragmentacije najpre mogu biti posledica poremecaja u hormonskoj regulaciji, dok je
patofizioloska osnova subakutnih i hroni¢nih promena znacajno komplikovanija, s obzirom na
aktivaciju regulacionih mehanizama, pre svega pozitivne povratne sprege na HPA osovinu.

Pretpostavlja se da se prvi bihejvioralni znaci fragmentacije spavanja manifestuju na nivou
emocionalne nestabilnosti (Horne i sar., 1999; Greenwood i sar., 2014). Deprivacija spavanja,
kada je dugotrajna, u krajnjoj instanci menja fundamentalne karakteristike funkcionisanja
neuroendokrinih stres sistema i tako uti¢e na nivo anksioznosti (Meerlo i sar., 2008). Nakon
akutne fragmentacije spavanja nivoi testosterona, estradiola i progesterona bili su znacajno
niZi kod Zivotinja kojima je bilo fragmentisano spavanje, u poredenju sa obe kontrolne grupe
(p<0.05, SF vs. AC i SF vs. TC), Sto ukazuje na evidentan poremecaj HPA osovine. U isto vreme
nije bilo razlike u nivoima kortikosterona nakon fragmentacije spavanja.

Jo$ uvek postoji nedovoljan broj podataka o uticaju fragmentacije spavanja na hormonski
status. Povecana aktivnost HPA osovine usled akutne fragmentacije spavanja, prema Hanu i
sar. (2012), najverovatnije je posledica metalnog i/ili fizickog stresa, pre nego nedostatka
spavanja per se. Najmanje jedan deo akutnih efekata je rezultat mehanizma povezanog sa
kortikotropin oslobadaju¢im hormonom (CRH). CRH neuroni, formiraju feed-forward sistem sa
noradrenergickim sistemom mozga (locus coeruleus) promoviSuci NA aktivnost, Sto za uzvrat
uzrokuje ativaciju CRH aktivnosti frontalnog reznja i izaziva konvulzivne promene na EEG
zapisu (Datta i sar., 2007; Lorincz i sar., 2017; Hirotsu i sar., 2015). Jedna sedmica parcijalne
disrupcije spavanja dovela je do znacajnih alteracija u funkcionisanju HPA osovine: smanjenu
senzitivnost CRH i 5HT-1A receptora sa povecanjem senzitivnosti nadbubrega na ACTH (Han i
sar., 2012; Datta i sar., 2007; Lorincz i sar., 2017; Hirotsu i sar., 2015; Reul i sar., 2002 ). Ove
alteracije su sli¢ne onima koje se mogu videti kod depresije (Han i sar., 2012).

Test otvorenog polja u studiji sprovedenoj od strane Tartar i sar. (2009) pokazao je povecanu
eksplorativnu aktivnost nakon 24-¢asovne deprivacije i fragmentacije spavanja u poredenju sa
kontrolnim grupama. Nasuprot naSim rezultatima, njihova studija sugerisala je da su
primecene razlike u ponasanju Zivotinja posledica aktivacije HPA osovine usled odgovora na
stres. Naime Zivotinje iz kontrolne grupe za aktivnost, koja je imala istu koli¢inu kretanja na
tredmilu, kao i eksperimentalna grupa, u otvorenom polju su se ponasale slicno onima iz
sedentarne kontrolne grupe. U isto vreme, ova grupa je pokazala porast vrednosti
kortikosterona u odnosu na sedentarnu kontrolnu grupu, slican porastu kod grupe koja je

podvrgnuta deprivaciji i fragmentaciji spavanja. Ovi rezultati mogu biti posledica
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prolongiranog boravka na tredmilu (24h) Sto moze uzrokovati aktivaciju stres sistema (Hirotsu
i sar.,, 2015). Stavise, prema McKenni i sar. (2007), 24-¢asovna fragmentacija spavanja je
povezana sa znacajnim alteracijama u REM fazi spavanja, $to moze biti dodatni pridruZeni
efekat. Uzimajuci u obzir gore spomenute rezultate, odlucili smo da fragmentiramo Zivotinje u
trajanju od 6 sati, Sto je priblizno jednako njihovom normalnom trajanju spavanja i minimizuje
uticaj stresa kao confounding faktora.

Veca prevalenca anksioznosti kod Zena i hipogonadnih muskaraca u poredenju sa zdravim
muskarcima je primec¢ena u brojnim studijama (Gater i sar., 1998; Yonkers, 1997). Povec¢ana
simptomatologija u smislu panike u premenstrualnom periodu je bila praéena naglim
smanjenjem nivoa progesterona, dok ovi simptomi nisu uoceni tokom trudnoce (Cohen i sar.,
1994), Sto pokazuje da gonadni hormoni uti¢u na ponasanje. Progesteron ima fundamentalni
znacaj za odrzavanje homeostaze steroidnih hormona, s obzirom da se moZe metabolisati u
nekoliko drugih steroidnih hormona. Testosteron se, uz pomo¢ 5a-reduktaze mozZe
metabolisati u dihidrotestosteron (DHT) ili se moZe aromatizovati u estradiol (Miller i sar.,
2011; Oette i Mukhopadhyay, 2004). Dodatno, progesteron i testosteron su prekursori u sintezi
neurosteroida (dihidroprogesteron (DHP) i alopregnenolon ili DHT i 3a-diol)( Melcangi i sar.,
2008).

Pokazano je da je neurosteroidna homeostaza izmenjena kod depresivnih i anksioznih
poremecaja. Antidepresivi delimicno imaju dejstvo ponovnim uspostavljenjem
neurosteroidnog balansa (Longone, 2011), s obzirom da se ponasaju kao potentan modulator
nekoliko neurotransmitera kao $to su GABAa, NMDA, AMPA, o1 i glicin (Rupprech i Holsboer,
2001).

Pokazano je da progesteron potencira anksioliticki i sedativni efekat kod Zivotinja, kako kod
Zenki tako i tako i kod muzjaka (Reddy i sar., 2005; Soderpalm i sar., 2004). U ovoj studiji,
pokazano je da je nivo progesterona smanjen u grupi koja je prosla protokol fragmentacije
spavanja (SF grupa, p<0.005). NaSi rezultati su konzistentni sa prethodno sprovedenim
studijama (Frye i sar., 1994; Carboni i sar., 1996; Majewska i sar., 1986) Sto sugerise da
progesteron modulira ponaSanje povezano sa anksiozno$¢u. Administracija progesterona ili
njegovih metabolita smanjila je ponasanje povezano sa anksioznos$¢u na muzjacima i Zenkama
pacova (Carboni i sar., 1996; Majewska i sar., 1986). Progesteron je mnogo vise od ,Zenskog“
hormona s obzirom da poboljsava ili ¢ak imitira efekte testosterona na tipi¢no ponasanje
muskaraca kod viSe vrsta pocev od gustera do ljudi (Wagner, 2006), a efekti progesterona na
anksioznost nisu specificni za pol (Gulinello i sar., 2002). Efekti progesterona na nivoe
anksioznosti su najverovatni posredovani modulacijom GABAa receptora, bilo direktno ili
posredstvom njegovog metabolita alopregnenolona (Le Melle’do i Baker, 2004). Ovo je
pokazano u studiji sprovedenoj od strane Reddy i sar. (2005) koja je, na genetski
modifikovanim miSevima za PR gen (nemaju receptor za progesteron), pokazala anksiozni
odgovor znacajno veci u poredenju sa ,wild“ tipom Zivotinja. Vec¢ina ovih efekata je uzrokovana
alosternom modulacijom GABAa receptora alopregnenolonom (Reddy i sar., 2005). Da
zaklju¢imo, fragmentacija spavanja moZe izazvati ponasanje slicno anksioznosti, smanjenjem
nivoa progesterona, Sto dokazuju i rezultati dobijeni u nasoj studjiji.

U ovoj studiji nivoi testosterona su bili sniZeni nakon fragmentacije spavanja. Shodno tome,
nasi rezultati podrzavaju hipotezu da fragmentacija spavanja moZe doprineti sniZenom nivou
testosterona kod pacijenata sa OSA. Dugo su hipoksemija (Fisher i sar., 2012; Barrett-Conno i
sar., 2008; Gambineri i sar., 2003) i gojaznost (Kirbas i sar., 2007) smatrani glavnim razlozima
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za sniZene vrednosti testosterona kod pacijenata sa OSA, dok fragmentacija spavanja do sada
nije razmatrana kao faktor koji utice na ovaj efekat. Intermitentna hipoksija i fragmentacija
spavanja se deSavaju udruZeno kod pacijenta sa OSA, a odvojeni efekti ova dva fenomena mogu
biti proucavani samo na eksperimentalnim modelima. Nedavno su uspostavljeni kompleksniji
eksperimentalni modeli za proucavanje OSA (Liu i sar., 2019), ali hormonalni status jo$ uvek
nije istraZen.

Frye i Seliga (Frye i Seliga, 2001;) su pokazali da je suplementacija testosteronom kod
pacova izazvala anksioliticki efekat utvrden povecanjem eksplorativnog bihejviora i vremena
provedenog u otvorenom kraku uzdignutog krstastog lavirinta. NaSi rezultati su pokazali nize
nivoe testosterona kod pacova koji su pokazivali karakteristike anksioznosti, sto dodatnu
ukazuje na ulogu androgena u smanjenju anksioznosti. Ovakav nalaz je konzistentan sa drugim
istrazivanjima u kojima je suplementacija testosteronom povecala eksploraciju u
eksperimentalnim grupama (Bitran i sar., 1993). Brojne studije su pokazale da je kastracija
odraslih muZjaka povezana sa anksiozno$¢u, $to se moZe ponistiti suplementacijom (Frye i
Seliga, 2001; Fernandez-Guasti i Martinez-Mota, 2003; Fernandez-Guasti i Martinez-Mota,
2005; Morsink i sar., 2007; McHenry i sar., 2014). Prolongiran tretman testosteronom izazvao
je znacajno smanjenje straha u seriji testova koji su ukljucivali nepoznate stimuluse (Boissy i
Bouissou, 1994, Vandenheede et Bouissou, 1993). Testosteron se metaboliSe da bi se formirao
DHT, koji se dalje moZe konvertovati u 3a-diol i 3B-diol, neuroaktivne steroide sa
neuromodulatornom aktivnos$éu (McHenry i sar., 2014). Aikey i sar. (2002) su sugerisali da je
anksioliticki efekat testosterona posredovan 5a-redukovanim metabolitima, koji su potentni
GABAAa agonisti. Metaboliti testosterona, antrosteron i 3a antrostediol su slabi androgeni ali
potentni modulatori GABAa/benzodiazepinskog receptorskog kompleksa (GBR), dok
testosteron i DHT imaju nizak afinitet za GBR (Frye i Seliga, 2001; Aikey i sar.,2002) ali jace
deluju na androgene receptore. NizZi nivoi testosterona kod Zivotinja sa fragmentisanim
spavanjem takode se mogu objasniti predominacijom REM faze spavanja u odnosu na NREM
(Luboshitzky i sar.,, 2001). Dodatno, rezultati eksperimentalnih studija su pokazali da su
deprivirani muZjaci pacova imali snizenu koncentraciju testosterona (Andersen i sar., 2005).
Ovi rezultati takode podrZavaju hipotezu da je ponasanje slicno anksioznosti u nasoj studiji
jednim delom posredovano i nizim koncentracijama testosterona.

Rezultati naSeg istrazivanja pokazali su sniZen nivo estradiola kod Zivotinja sa
fragmentacijom spavanja. Proestrusne Zenke pacova, sa viSim nivoima slobodnog estradiola i
androgena, pokazale su znacajno niZe nivoe anksioznosti u poredenju sa diestrusnim Zenkama
(niski nivoi estradiola) (Frye i sar., 2000). NaSi rezultati su u saglasnosti sa rezultatima Filova i
sar (2015) koji su pokazali da je administracija estradiola gonadektomisanim muskim
Zivotinjama uzrokovala brz anksioliticki efekat u otvorenom krstastom lavirintu, ali ne i na
drugim testovima. U studji na gonadektomisanim muskim pacovima, Carrier i sar. (2015) su
pokazali da se ponaSanje koje je karakteristicno za anksioznost moZe neutralisati
administracijom bilo testosterona ili estradiola. Estradiol nezavisno takode ima znacajnu
anksioliticku ulogu (Farr i sar., 2000).

Oksidativni stres, kao potencijalna bioloSka osnova anksioznosti razvijena na terenu
disrupcije spavanja/fragmentacije, nije do sada detaljno istrazivan u ovom kontekstu.
Prethodne studije su pokazale da oksidativni stres uzrokovan poremecenim obrascima
spavanja nije ravnomerno rasporeden u svim strukturama mozga, pri ¢emu su efekti na
hipotalamus ve¢i u odnosu na ostale strukture (Ikeda i sar. 2005). Podaci pokazuju da

poremecaj u REM fazi spavanja izaziva oksidativni stres dominantno u hipokampusu (Singh i
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sar., 2008) kao posledicu smanjene antioksidativne odbrane (Ramanathan i sar., 2002; Siier i
sar., 2011). Rezultati nase studije jasno su pokazali ve¢u koncentraciju malonildialdehida
(MDA) u sve tri strukture mozga fragmentisanih Zivotinja, dok je aktivnost antioksidativnih
enzima GPx (glutation peroksidaza) i SOD (superoksid-dismutaza) bila znafajno smanjena.
Ranije je pokazano da nedostatak spavanja izaziva ponaSanje povezano sa anksiozno$cu i kod
ljudi i kod Zivotinja. Sa druge strane, postoji povezanost izmedu anksioznosti i oksidativnog
stresa u mozgu (Hovatta i sar.,2010; Famitafreshi i Karimian, 2020; Hrnci¢ i sar., 2016; Serdari
i sar., 2000). Rezultati ove studije ukazuju da postoji korelacija izmedu nusprodukta
oksidativnog stresa sa anksioznim ponasanjem pacova nakon fragmenatacije spavanja. Veruje
se da je anksioznost posebno povezana sa povecanjem oksidativnih promena u hipokampusu,
dok su i druge strukture u mozgu takode zahvacene. Ovom studijom smo demonstrirali da
oksidativno oStecenje lipida, prisutno kod sve tri strukture mozga, ukazuje na znacajan
oksidativni stres kao rezultat fragmentacije. Ovome u prilog ide i smanjena aktivnost SOD u
nasem OSA modelu, znaju¢i da poviSena aktivnost SOD-a moze zastititi ¢elijske strukture od
oksidativnog oStecenja (Ramanathan i sar., 2002; Shan i sar., 2007),

Kada su ljudi izloZeni deprivaciji spavanja, oni pokazuju znacajno povecanje biomarkera
oksidativnog stresa, najverovatnije zbog gubitka antioksidanata u plazmi (Jéwko i sar., 2018;
Trivedi i sar., 2017). Shodno tome, OSA ih stavlja u ve(i rizik od razvoja razli¢itih neuroloskih
bolesti (Liew i Aung, 2021) i neurokognitivnog oStecenja (Xu i sar., 2004). Imajuci u vidu
skromnu antioksidativhu odbranu mozga, zbog visokog sadrZaja lipida, nije neocCekivano da
lako dolazi do oksidativnog oSteéenja lipida, proteina i DNK molekula (Halliwell, 2006; Ng i sar.,
2008). Stavise, oksidativni stres bi mogao biti uklju¢en i u $tetan efekat neadekvatnog spavanja
na druge organske sisteme (Atrooz i Salim, 2020). Suprotno rezultatima Harkness i sar. koji su
objavili da poremecaj spavanja podize oksidativni stres u PV+ ¢elijama mozdane kore pacova
(Harkness i sar., 2019), nismo primetili znac¢ajne promene hipokampalnih PV+ interneurona.
Na osnovu nasih rezultata, moZe se primetiti nepromenjen broj PV+ interneurona u CA1, CA2/3
i DG regionima hipokampusa u SF grupi pacova (u odnosu na TC i AC grupe). Ove razlike se
mogu pripisati razlikama u eksperimentalnoj modulaciji spavanja koja se koristi, i njenom
trajanju. Stoga, nasa hipoteza o smanjenju PV+ interneurona kod SF moZe biti odbacena. Nasa
hipoteza se zasnivala na Cinjenici da se hipokampus, zajedno sa drugim krugovima limbickog
sistema, amigdalom, prefrontalnim korteksom i drugima, nalazi na raskrsnici puteva straha,
pamcenja i anksioznosti i da PV+ interneuronski inhibitorni mehanizmi kontrolisSu anksioznost
(Caliskan i sar.,, 2016; Duval i sar., 2015). Gubitak hipokampalnih neurona zajedno sa
ponasSanjem povezanim sa anksiozno$¢u je pokazan u drugim studijama (Lorigooini i sar.,
2020; Sutulovié¢ i sar., 2021). Medutim, ipak treba naglasiti da su hipokampalni PV+
interneuroni (Czeh i sar., 2005) ukljuceni u obrasce ponasanja, uklju¢ujuéi strah i anksioznost
(Rankov Petrovic i sar., 2019), iako ne uticu na mehanizam ponaSanja slicnog anksioznosti
izazvanog fragmentacijom spavanja. NaSi rezultati su pokazali da je trajanje fragmentacije
spavanja znacajan faktor u razvoju ponasanja povezanog sa anksioznos$cu, kao i da su ovi efekti
posredovani oksidativnim distresom u mozgu.

Rezultati nasSe studije pokazali su da fragmentacija spavanja po uzoru na onu koja se javlja
kod opstruktivne apneje u spavanju dovodi do ponasanja karakteristicnog za depresiju, a efekti
ovakve fragmentacije su linearno proporcionalni duzini fragmentisanog perioda. Ovo je
potvrdeno bihejvioralnom analizom rezultata testa forsiranog plivanja, koji je pokazao

produZenje perioda imobiliteta u odnosu na aktivno plivanje i borbu kod Zivotinja kojima je
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fragmentisano spavanje u odnosu na kontrolne grupe. Ovaj efekat bio je viSe izraZen nakon
subakutnog i hroni¢nog tretmana u odnosu na akutni. Modifikovani test uzdignutog krstastog
lavirinta pokazao je kognitivni pad kod Zivotinja nakon hroni¢ne fragmentacije spavanja koji se
manifestovao produZenim periodom tranzicije iz svetlih i tamne krake u TL2 sekvenci. Ovo
takode moZe da se tumaci kao pojava karakteristicna za depresivni poremecaj ili kao posledica
depresivnog poremecaja s obzirom da imunohistohemijski nije pronadena statisti¢ki znacajna
razlika u ekspresiji Ki 67, DCX i GFAP u dentatnom girusu hipokampusa. Izostanak razlike u
faktorima neurogeneze upucuje da su opservirane promene izazvane fragmentacijom spavanja
najverovatnije uzrokovane depresivnim poremecajem i kao takve su privremene. Ovde
moramo napomenuti da, iako je metodoloski ustanovljeno da se hronicni efekti disrupcije
spavanja mogu verodostojno posmatrati na modelima disrupcije u trajanju od 14 dana, to i dalje
predstavlja relativno kratak period za nastanak trajnih promena u neurogenezi, te se ne moze
sa sigurnos$cu tvrditi da li u klini¢ckim okolnostima dugotrajna fragmentacija spavanja, npr. kod
pacijenata sa OSA, ostaviti trajne posledice po kognitivni status. Dugotrajna fragmentacija
spavanja u nas$oj studiji dovela je do smanjenja telesne teZine (iako je bilo fluktuacija u
opserviranom periodu od 14 dana), povecanja serumskog nivoa kortikosterona i smanjenja
nivoa testosterona kod Zivotinja iz eksperimentalne grupe u odnosu na kontrole.

Poremecaji spavanja predstavljaju cest fenomen koji se javlja kod osoba sa
dijagnostikovanom depresijom, a nova istraZivanja sugeriSu da upravo poremecaji spavanja
mogu imati znacajnu ulogu upravo u razvoju i odrZavanju simptoma depresije. Ispitivanje
efekata poremecaja spavanja na ponasanje karakteristicno za depresiju je izuzetno oteZano u
klinickim uslovima usled etickih ogranicenja, stoga ova istrazivanja na eksperimentalnim
Zivotinjama mogu pruZiti neprocenjiv uvid u kompleksan odnos izmedu spavanja i depresije.
Eksperimentalni modeli omogucavaju kontrolisane uslove i precizno pra¢enje promena u
ponasanju zivotinja. Takode, istrazivanja na Zivotinjama mogu ponuditi podatke koji su tesko
dostupni kod ljudi, kao Sto su direktno manipulisanje sa faktorima spavanja i pracenje
dugoroc¢nih efekata na ponasanje. Ovo pomaZe u boljem razumevanju uzro¢no-posledi¢nih veza
izmedu poremecaja spavanja i depresije. Kona¢no, saznanja iz ovakvih istraZivanja mogu
posluziti kao osnova za razvoj novih terapijskih pristupa i tretmana za depresiju koji ukljucuju
poboljsanje kvaliteta spavanja. lako istraZivanje na Zivotinjama ne moZe potpuno preneti sve
aspekte depresije kod ljudi, moZe pruZiti vazne smernice za dalja istrazivanja i razumevanje
ove kompleksne interreakcije.

Odmah na pocetku vaZzno je napomenuti da nemaju svi poremecaji spavanja isti uticaj na
depresiju. Sa jedne strane, imamo deprivaciju spavanja (parcijalnu ili totalnu) za koju je
dokazano da ima blagotvoran efekat na depresivne pacijente tokom akutnog tretmana, dok sa
druge strane pacijenti sa OSA pokazuju da se simptomi depresije pogorSavaju kako bolest
napreduje. Ve je pokazano da su deprivacija spavanja, skra¢enje normalnog vremena spavanja,
kao i fragmentacija spavanja bidirekciono povezani sa depresijom. Poremecaji spavanja,
uopsteno, predstavljaju rizik za nastanak depresivnih poremecaja, dok depresija sama po sebi
izaziva poremecaje spavanja (Roberts i sar., 2014). Pokazano je da loS$ kvalitet spavanja ima 50-
90% pacijenata sa depresijom, a glavni poremecaji spavanja kod ovih pacijenata su poteskoce
sa zapocinjanjem i odrZavanjem spavanja i rano jutarnje budenje (Jagannath i sar., 2013; Cox i
sar., 2016). Kod ovih pacijenata arhitektura spavanja je modifikovana povecanjem sklonosti ka
spavanju u REM fazi, Sto dovodi do smanjene latencije do zapocinjanja REM faze, smanjenja
trajanja sporotalasnog spavanja (NREM) i Sto je najvaznije fragmentacije spavanja (Le Dantec i
sar., 2014).
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Pacovi kojima je deprivirano spavanje, bez obzira na to da su podvrgnuti totalnoj ili REM
deprivaciji, pokazali su produZeno trajanje flotiranja u testu forsiranog plivanja u poredenju sa
kontrolnim Zivotinjama. Ovo produZeno stanje imobilnosti smatra se indikativnom
bihejvioralnom karakteristikom depresije (Steru i sar., 1985). Pored ovoga, disrupcija spavanja
dovodi i do smanjene otpornosti na stres usled disfunkcije ventromedijalnog prefrontalnog
korteksa (vmPFC-a) Sto je takode karakteristicno za depresiju. Upotrebom funkcionalne
magnetne rezonance otkriveno je da dolazi do smanjenja funkcionalne povezanosti izmedu
vmPFC i amigdaloidnog kompleksa, Sto je povezano sa smanjenim raspoloZenjem (Bush i sar.,,
2022).

Deprivacija i fragmentacija spavanja su se pokazali kao znacajni faktori rizika za depresiju i
smanjenje kognitivnih sposobnosti. Studija koju su sproveli Saha i sar. (2016) sugeriSe da
gubitak apetita i gubitak telesne teZine, bilo nezavisno ili u kombinaciji, mogu doprineti
neurokognitivnom padu kod pacijenata sa depresijom. U naSem istrazivanju, fragmentacija
spavanja je izazvala ponaSanje slicno depresiji, kao i poremecaj kognicije. Test forsiranog
plivanja je otkrio povec¢ano vreme flotiranja u fragmentisanoj grupi Zivotinja u odnosu na
Zivotinje u kontrolnim grupama, dok je vreme provedeno u plivanju ili borbi bilo smanjeno, $to
ukazuje na depresivno ponasSanje. Povecanje razlike izmedu eksperimentalne i kontrolnih
grupa bilo je direktno proporcionalno broju dana sa fragmentisanim spavanjem. Broj studija
koje su se bavile uticajem akutne i hronine fragmentacije spavanja na bihejvioralne
karakteristike u testu forsiranog plivanja je izrazito ograniCen. Kada je u pitanju akutna
fragmentacija spavanja, nasi rezultati su u saglasnosti sa onima koje su dobili Steru i sar.
(1985). Pacovi koji su podvrgnuti protokolima fragmentacije ¢esto pokazuju produzZeno
trajanje nepokretnosti, Sto ukazuje na povecanu podloZnost ponasanju slicnom depresiji. Kada
je u pitanju hroni¢na fragmentacija spavanja u istraZivanju Dulawa i sar. (2004) pokazano je da
tretman fluoksetinom (antidepresiv) nakon hroni¢ne fragmentacije spavanja dovodi do
smanjenja imobilnosti Zivotinja i povecanog trajanja aktivnog plivanja u testu forsiranog
plivanja, Sto je takode u saglasnosti sa nasim rezultatima. Ovo je prva studija koja je linearno na
istim Zivotinjama pratila efekte akutne i hroni¢ne fragmentacije spavanja na bihejvioralne
karakteristike u testu forsiranog plivanja.

[strazivanja su pokazala znacajne veze izmedu simptoma depresije i objektivnih mera
fragmentacije spavanja, kao $to su povecano vreme budnosti nakon pocetka spavanja i broj
drugih epizoda budnosti (Maglione i sar., 2014). Takode, studije su pokazale da osobe sa vise
simptoma depresije mogu doZiveti dnevnu neaktivnost i povecanu pospanost, Sto dodatno
mozZe poremetiti arhitekturu spavanja (Maglione i sar., 2014). Prema istraZivanju Dean i sar.
(2010), kod pacijenata sa opstruktivnom apnejom dolazi do produZenja trajanja stadijuma 1
sporotalasnog spavanja, uz istovremeno skracenje trajanja i ucestalosti ostalih stadijuma
(stadijumi 2, 314). Takode, dolazi do skra¢enja REM faze spavanja. Stadijum 1 je prelazno stanje
izmedu budnosti i spavanja, a njegova ucestalost i trajanje se povecavaju zbog fragmentacije
spavanja kod pacijenata sa opstruktivnom apnejom, Sto dovodi do skracenja trajanja ostalih
faza spavanja. Kada je rec¢ o pacijentima sa depresivnim poremecajima, njihova arhitektura
spavanja je takode poremecena. Prema studiji Carotenuto i sar. (2012), kod ovih pacijenata
dolazi do povecanja intenziteta i brzine pokreta ociju tokom REM faze spavanja, uz raniju
pojavu prve epizode REM spavanja. To dovodi do povecanja ukupnog vremena provedenog u
REM fazi. Pacijenti koji imaju dijagnostikovanu opstruktivnu apneju i depresivni poremecaj
imaju smanjenu ucestalost spavanja i veci deo vremena provedenog u REM fazi tokom spavanja.
Osim toga, istrazivanje Sattaratpaijit i sar. (2022) ukazuje na postojanje REM-povezane
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opstruktivne apneje, koja se karakteriSe respiratornim dogadajima kao Sto su apneja i
hipopneja, pretezno tokom REM faze spavanja. Prevalenca REM-povezane opstruktivne apneje
je procenjena izmedu 10% i 36% kod pacijenata sa opstruktivnom apnejom. Kriterijumi za
identifikaciju REM-povezane opstruktivne apneje ukljucuju ukupan indeks apneje-hipopneje
(AHI) od = 5 i odnos AHI tokom REM faze spavanja prema AHI tokom NREM faze spavanja od 2
2. Uz to, istrazivanje Means i sar. (2003) ukazuje na povezanost izmedu opstruktivne apneje i
depresije. Depresija je ¢est psiholoski poremecaj koji se javlja kod pacijenata sa opstruktivnom
apnejom. Medutim, priroda ove veze nije potpuno razjasnjena.

Veza izmedu fragmentacije spavanja, depresije i telesne teZine je kompleksna i
viSefaktorska. Jedan predloZeni mehanizam je uticaj fragmentacije spavanja na metabolicke
faktore i regulaciju apetita. Konceptualni model Taherija sugeriSe da smanjena aktivnost zbog
umora, povecan unos hrane i metabolicki hormoni koji uti¢u na glad i apetit su vazni faktori
koji povezuju spavanje sa gojaznoS¢u (Taheri i sar., 2004). Studije su pokazale da je
fragmentacija spavanja povezana sa povecanim unosom hrane i telesnom teZinom kako kod
ljudi, tako i kod Zivotinja (Mavanji i sar., 2010). Fragmentacija spavanja moZe poremetiti
regulaciju hormona koji su ukljuceni u kontrolu apetita, poput leptina i grelina, Sto dovodi do
povecanog unosa hrane i povecanja telesne teZine (Taheri i sar., 2004). Osim toga, veza izmedu
fragmentisanog spavanja, depresije i telesne teZine moZe se razlikovati u zavisnosti od pola i
uzrasta. IstraZivanja su pokazala razlike u vezi izmedu trajanja spavanja i telesne teZine u
odnosu na pol i uzrast, pri ¢emu je izraZenija povezanost primec¢ena kod mladih adolescenata
(Lytle i sar., 2011). Kod devojcica srednjoskolskog uzrasta, kasnije budenje vikendom u
poredenju sa radnim danima povezano je sa niZim procentom telesne masti i boljim statusom
telesne teZine (Lytle i sar., 2011). Ovi nalazi ukazuju na to da veza izmedu spavanja, depresije i
telesne tezine moZze varirati u razli¢itim populacijama i razvojnim fazama. Postoji dvosmerna
veza izmedu promena u obrascima spavanja i gubitka/dobijanja telesne teZine. Tokom
deprivacije spavanja, neuroendokrini sistem kontrole apetita je disfunkcionalan, Sto menja
metabolicku ravnoteZu i negativno utiCe na odrzavanje telesne tezine (Papatriantafyllou i sar.,
2022). Osobe koje pate od depresije mogu prolaziti kroz periode od dobijanja teZine ka
gubljenju tezine zbog gubitka apetita i smanjene motivacije za unos hrane. Nasi rezultati su
pokazali slican obrazac, gde su u prvoj nedelji eksperimenta Zivotinje dobijale na teZini u
poredenju s poCetnim vrednostima, dok je pocevsi od osmog dana telesna masa bila znacajno
niZza u poredenju sa zivotinjama iz kontrolnih grupa, te su u saglasnosti sa rezultatima
objavljenih studija i dodatno potvrduju depresivni poremecaj koga odlikuje fluktuacija telesne
teZine.

Disrupcija spavanja povezana je sa negativnim efektima i na kognitivne funkcije, ukljuc¢ujuci
pamcenje. To je Cest problem u danaSnjem druStvu i ima visoku komorbidnost sa
neurodegenerativnim i neuropsihijatrijskim poremec¢ajima. Razumevanje molekularne osnove
efekata poremecenog spavanja klju¢no je za reSavanje ovih zdravstvenih problema. Lee i sar.
(2016) su proucavali povezanost izmedu OSA i oSteCenja autobiografske memorije, Sto
predstavlja marker depresije. Studija je pokazala da se pacijenti sa OSA, koji su imali simptome
depresije, znatno slabije secaju specificnih dogadaja u poredenju sa zdravim kontrolama (Lee i
sar., 2016). Ovo sugeriSe da OSA moze doprineti oStecenju autobiografske memorije, bez obzira
na ozbiljnost simptoma depresije (Lee i sar., 2016). Prekomerna generalizacija autobiografske
memorije, koja se karakteriSe teskocom u secanju na specificne dogadaje, povezana je sa
depresijom i pokazano je da predvida tok depresije kod pacijenata sa OSA (Lee i sar., 2016).
Osim oStecenja pamcenja, OSA je povezana sa drugim neuro-psiholoSkim poremecajima,

117



Diskusija

ukljuCujuci poremecaje paZnje, izvrSavanje zadataka i verbalno pamcenje (Lee i sar., 2016).
Ostecenja verbalnog pamcenja, kako neposrednog tako i odloZenog, Cesto se primecuju kod
nelecenih pacijenata sa OSA (Lee i sar., 2016). Ova kognitivna oStecenja mogu doprineti razvoju
ili pogorsSanju simptoma depresije kod osoba sa OSA. Fragmentacija spavanja kod OSA koja
dovodi do produZene dnevne pospanosti i hipoksije usled desaturacije krvi kiseonikom moZze
delovati na promenu raspoloZenja, uznemirenost, pad koncentracije, oteZano pamcenje, razvoj
osetaja nezadovoljstva (Yosunkaya i sar., 2016). PatofizioloSka pozadina ovog poremecaja
obuhvata mnogo faktora (neuroinflamacija, oksidativni stres i promena u neurotransmiterskim
sistemima) od kojih je najznacajniji oteZana dilatacija glatke muskulature gornjih disajnih
puteva usled redukovane serotonergicke aktivnosti (Veasey, 2003), Sto je sve povezano sa
patogenezom depresije (Lee i sar., 2016). Dodatno, prisustvo komorbiditeta kao $to su
gojaznost i hipertenzija kod pacijenata sa OSA moZe dodatno doprineti razvoju simptoma
depresije.

Poremecaji spavanja su poznati uzrocCnici poremecaja raspoloZenja i kognitivhog
propadanja, kako pojedinac¢no, tako i kao deo depresivnog poremecaja. Modifikovani test
uzdignutog krstastog lavirinta u nasoj studiji je pokazao kognitivni pad kod pacova koji su
podvrgnuti fragmentaciji spavanja. To se manifestovalo u vidu produZenog vremena koje je
pacovima bilo potrebno za tranziciju iz otvorenih u zatvorene krake lavirinta u T2 sekvenci, Sto
ukazuje na smanjene sposobnosti ucenja i paméenja. Ovi rezultati su u saglasnosti sa
istrazivanjem koje su sproveli Vecsey i sar. (2012) u kome je proucavan genomski uticaj
disrupcije spavanja u hipokampusu miSeva, regiji mozga koja je klju¢na za formiranje
pamcenja. Istrazivanja su pokazala da deprivacija spavanja dovodi do promenjene ekspresije
gena, pri Cemu su promene zabeleZena na 533 gena. Vazno je napomenuti da je bioinformaticka
analiza otkrila da deprivacija spavanja smanjuje translaciju, potencijalno posredovano
komponentama insulinskog signalnog puta, poput mTOR-a, klju¢nog regulatora sinteze
proteina. Drugo istraZivanje koje su sproveli Abel i sar. (2013) istaklo je vezu izmedu spavanja
i konsolidacije pamcenja. Autori su diskutovali o tome kako odredene oscilacije u
sporotalasnom spavanju (NREM) pre kodiranja mogu poboljsati kapacitet u¢enja hipokampusa
kod ljudi. Sa druge strane, deprivacija spavanja ometa naknadnu aktivnost i kodiranje u
hipokampusu. Ovi nalazi sugeriSu da neurobiologija spavanja ima klju¢nu ulogu u
molekularnim, Celijskim i mreZznim mehanizmima plasti¢nosti koji su uklju¢eni u ucenje i
konsolidaciju pamcenja. Vecsey i sar. (2012) su takode pokazali da deprivacija spavanja
smanjuje nivoe ukupnog i fosforilisanog mTOR-a, koji su kljucni za sintezu proteina. Medutim,
nakon perioda oporavka, nivoi su se vratili na pocetne vrednosti, Sto sugeriSe da negativni
efekti poremecenog spavanja na pamcenje i kogniciju mogu biti posredovani smanjenjem
sinteze proteina putem smanjenja mTOR-a. Jedan od potencijalnih mehanizama je nedostatak
esencijalnih vitamina, minerala i omega-3 masnih kiselina koji su neophodni za funkciju mozga.
Drugi predloZeni mehanizam je povezan s promenama u oslobadanju hormona u mozgu koji su
vazni za neurotransmisiju, uCenje, pamcenje i odrzavanje raspoloZenja (Saha i sar., 2016).
[straZivana je i otpornost na poremecaje spavanja. Jedno istrazivanje je utvrdilo da je otpornost
na akutnu deprivaciju spavanja povezana sa umanjenjem oStecenja sposobnosti ucenja
posredovanog hipokampusom (Lee i sar., 2020). U istrazivanju je koriS¢en model akutne
deprivacije spavanja na miSevima i zadatak prostorne navigacije kako bi se procenila
sposobnost ucenja (Lee i sar., 2020). Rezultati ukazuju da neki pojedinci mogu imati urodenu
otpornost na kognitivna oSteCenja izazvana poremecajima spavanja (Lee i sar., 2020).
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Imunski sistem ima vaznu ulogu u regulaciji procesa ucenja, pamcenja i neuralne
plasti¢nosti, pozitivnoj regulaciji neurogeneze i maturaciji sinapsi na nivou hipokampusa. Svoje
dejstvo ostvaruje putem konsolidovane aktivacije ¢elija nervnog tkiva sa imunoloSkim
dejstvom (mikroglije i astrociti), ¢elija imunskog sistema (T-Celija i makrofaga) i neurona.
Interakcija se zasniva na odgovoru Celija koje ne pripadaju nervnom tkivu na signalno dejstvo
klasi¢nih neurotransmitera (glutamat i monoamini) i hormona (glukokortikoidi), Sto je pra¢eno
reagovanjem nervnih celija na promene nivoa proinflamatornih citokina (interleukin-1,
interleukin-6, faktor nekroze tumora alfa) i drugih medijatora kao Sto su prostaglandini
(Yirmiya i sar., 2011).

Patoloska stanja poput depresivnih poremecaja, ali i poremecaji spavanja kao Sto je
insomnija i drugi oblici hronic¢ne restrikcije spavanja mogu da dovedu do poremecaja funkcije
imunskog sistema u smeru pojacane imunoloSke aktivnosti i poveéane sinteze faktora
inflamacije (Zielinski, 2014). Deprivacija spavanja dovodi do poremecaja energetskog
metabolizma i pokrece zapaljenje niskog intenziteta (Monje i sar., 2011).

Brojna istrazivanja pokazala su prisustvo zapaljenskih markera, kao sto je C-reaktivni
protein (CRP) u krvi i likvoru kod pacijenata sa depresijom (Howren i sar., 2009, Lindqvist i
sar., 2016). Dalje, istraZivanja su potvrdila da je zapaljenje osnovni uzro¢ni faktor kod nekih
tipova depresije i kognitivnih oSte¢enja (Raison i sar., 2009). Promene u aktivnosti
inflamatornih faktora koje nastaju kao posledica deprivacije uticu na CNS i doprinose nastanku
depresivnih poremecaja. Pove¢ana produkcija interleukina-1 beta, interleukina-6, faktora
nekroze tumora alfa i drugih medijatora zapaljenja izazvana hroni¢nom restrikcijom spavanja
dovodi do hiperekscitabilnosti neurona i pojac¢anja adrenokortikalne stimulacije, uz posledic¢ni
nastanak nepravilnosti u odvijanju kognitivnih procesa i regulaciji spavanja (Yirmiya i sar.,
2011). IL-1, koga produkuju mikroglije i astrociti, u prekomernim koli¢inama moZe dovesti do
psihomotorne retardacije (Krysta i sar, 2017). Na osnovu dosadasSnjih istraZivanja
pretpostavlja se da povecan nivo IL-6 utice na metabolizam serotonina u CNS tako Sto smanjuje
raspoloZzivu koli¢inu aminokiseline triptofana u krvi (Krysta i sar., 2017). Povecanu sintezu
proinflamatornih citokina prati nepravilno i smanjeno stvaranje neurotropina i faktora rasta
poput neurotrofnog moZdanog faktora. Posledicni poremecaji spavanja manifestuju se
nedostatkom ne-REM sporo-talasnog spavanja, uz smanjenje delta talasa u EEG zapisu
(Zielinski i sar., 2014).

Sinapticko remodelovanje i sinaptogeneza u velikoj meri zavise od neurotrofnih faktora, pre
svega neuralnog faktora rasta (NGF), neurotrofina 3 i 4 (NT-3, NT-4), glijalno-cCelijskog
neurotrofnog faktora (GDNF) i faktora rasta nervnih celija (BDNF) (Schaafi sar., 2000). BDNF
je neurotrofin koji je neophodan za neuronski razvoj i preZivljavanje, sinapticku plasticitet i
kognitivne funkcije (Binder i Scharfman, 2004).

Prethodna istrazivanja su pokazala smanjenje nivoa BDNF-a u serumu nelecenih pacijenata
sa depresijom u poredenju sa onima koji su primali odgovarajucu terapiju, Sto je dovelo BDNF
u fokus istrazivanja mehanizama depresije (Metrisciano i sar., 2009). Takode, pronadena je
pozitivna korelacija izmedu nivoa BDNF-a i teZine klinicke slike kod pacijenata sa depresijom
(Gonul i sar., 2005).
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Slika 5.2. Efekti hroni¢nog stresa, nedostatka sna i antidepresivnog tretmana na
depresivni poremecaj.

A. Hronicni stres (nedostatak sna ili fragmentacija sna, nesanica, itd.) smanjuje nivo izraZzavanja BDNF-a
¢ime uzrokuje depresivne epizode smanjenjem neuronske aktivnosti. B. Nedostatak spavanja akutno moZe
imati korisnu ulogu u depresivnom poremecaju, medutim, dugotrajno bez antidepresivhog tretmana nema
efekta, cak moze pogorsati klinicku sliku depresije ako se ne tretira. C. U kombinaciji s antidepresivima,
hroni¢ni nedostatak sna dovodi do povecane neuronske aktivnosti Sto potencira zrenje sinapsi
neurogenezu i diferencijaciju maticnih Celija. Za detalje pogledati poglavlje Diskusija.

Postmortem uzorci hipokampusa depresivnih pacijenata potvrdili su znacajno nize
koncentracije BDNF-a kod nelecenih pacijenata u poredenju sa leCenima, zajedno sa manjim
volumenom hipokampalnog tkiva kod svih depresivnih pacijenata (Karege i sar., 2005).

Medutim, rezultati o uticaju BDNF-a na depresiju nisu dovoljno konzistentni, i ova tema je
jo$ uvek nedovoljno istrazena (Slika 5.2.). U animalnim modelima depresije, hronicni stres i
maternalna deprivacija dovode do smanjenja nivoa BDNF mRNK u hipokampusu (Tsai, 2007).
Takode, infuzija tirozin-kinaza inhibitora blokira antidepresivni efekat BDNF-a, Sto naglasava
vaznu ulogu kaskade tirozin-kinaze B receptora (TrkB) u antidepresivnom mehanizmu BDNF-
a (Tsai, 2007). S obzirom na sve navedeno, verovatno je da nedostatak BDNF-a ima vaznu ulogu
u patogenezi velikog depresivnog poremecaja, a aktivacija BDNF-TrkB kaskade je neophodna
za terapijski efekat antidepresiva. Postupak deprivacije spavanja dokazao je svoju efikasnost u
ublazavanju depresije (Tufik i sar., 2009) sa viSestrukim neurobiolo$kim mehanizmima koji su
ukljuCeni u terapijske efekte akutno, i patofizioloSke procese hroni¢no (Schmitt i sar., 2016).
Transkripcija gena BDNF, koja indukuje dugotrajnu potentaciju (LTP), €ini se da igra ulogu u
neuroprotekciji i neurogenezi, a TrkB (aktiviran od strane BDNF-a) ima ulogu u modulaciji i
medijaciji cirkadijalnih ritmova, koji se ¢ini da su poremeceni kod poremecaja raspoloZenja
(Schmitti sar.,, 2016; Medina i sar., 2014). Smatra se da BDNF povecava intracelularni kalcijum,
aktiviranjem tirozin-kinaze B receptora/fosfolipaze Cy (TrkB/PLCy) puta, Cime se promoviSe
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fosforilacija CaMKII (Zagaar i sar. 2013). CaMKII je klju¢ni posrednik koji mozZe lako uci u
sinapse i delovati kao molekularni prekida¢ za posredovanje dugotrajnog skladiStenja
informacija. Ova faza LTP dovodi do dugotrajnih poboljSanja u efikasnosti sinapsi, poboljSanog
presinaptickog oslobadanja neurotransmitera i fosforilacije i transporta AMPA receptora
(Zagaar i sar., 2013). Negativan efekat deprivacije spavanja na LTP i plasti¢nost sinapsi smatra
se posledicom osnovnih promena u intracelularnim signalnim molekulima kao $to su CaMKI],
kalcineurin i BDNF. Smanjenje bazalnih nivoa BDNF-a moZe direktno uticati na smanjenje
bazalnih nivoa P-CaMKII (Zagaar i sar., 2013).

S druge strane, dok se ¢ini da kratkotrajna potpuna deprivacija spavanja povecava
ekspresiju BDNF-a u razli¢itim regionima mozga, selektivno deprivacija REM spavanja od
pacova nije pokazala promene u ekspresiji BDNF-a (Clinton i sar., 2011). Akutni, terapijski
efekti deprivacije spavanja ili parcijalne REM deprivacije mogu poticati od brzog oslobadanja
BDNF-a, ¢ime se normalizuju nivoi BDNF-a, za razliku od produZene latencije klasi¢nih
antidepresiva. Posebno je pokazano da REM-SD kod velikog depresivnog poremecaja (MDD)
dovodi do postepenog poboljSanja, Sto ukazuje da antidepresivni efekti selektivnog REM-SD i
totalnog SD-a pocivaju na suzbijanju aktivnosti sporih talasa. Takode je poznato da serotonin
stimuliSe proizvodnju BDNF-a i obrnuto, BDNF povecava serotonergicku neurotransmisjiu.
Postoji sugestija da prolongirani stres u obliku nedovoljnog spavanja moze izazvati poremecaj
hipotalamo-hipofizo-adrenalnog (HPA) sistema. Dugoro¢no, to dovodi do pogorsSanja
poremecaja spavanja, smanjenja nivoa BDNF-a, sto moZe ugroziti sposobnost pojedinca na
adaptaciju u kriznim situacijama, kao i depresiju (Schmitt i sar., 2016). Akutna deprivacija
spavanja dovodi do povecanja nivoa pCREB (aktivne forme transkriptivnog faktora) i
povecanja nivoa BDNF receptora TrkB (Cirelli i sar., 2009) . Kao rezultat toga, takode dolazi do
povecanja ekspresije faktora koji su ukljuceni u plasti¢nost mozga, ¢ija ekspresija je takode
povecana tokom hroni¢nog antidepresivnog tretmana. Medutim, efekat deprivacije spavanja je
akutan i ne moZe se odrzavati tokom duZeg perioda bez odgovarajuceg antidepresivnog
tretmana. U svojoj meta-analizi, Brunoni i saradnici se slazu sa neurotrofinskom teorijom
depresije, sugeriSu¢i da je poboljSanje kod velikog depresivnog poremecaja povezano sa
neuroplasticnoscu i da razliite vrste antidepresivnih tretmana dovode do povecanja nivoa
BDNF-a (Brunoni i sar., 2008). Efekte fragmentacije spavanja na nivoe BDNF-a kod depresivnog
poremecaja tek treba utvrditi.

Nasi rezultati pokazuju povecanu koncentraciju Kkortikosterona nakon postupka
fragmentacije spavanja, Sto se moZe smatrati markerom hiperaktivacije hipotalamo-hipofizo-
adrenalne (HPA) osovine koja doprinosi razvoju depresije i kognitivnog oStec¢enja (Zhang i sar.,
2021).

Eksperimentalni model sedmodnevne parcijalne restrikcije spavanja uzrokovano je
znacajne alteracije u odgovoru HPA osovine koje su se karakterisale smanjenom senzitivno$¢u
CRH i 5HT-1A receptora, dok je senzitivnost nadbubreZznog receptora ACTH bila povecana.
Ovakve promene, barem delimicno, su slicne onima koje mogu da se vide kod depresije (Meerlo
isar.,, 2008).

Neophodno je spomenuti i da postoji zanimljiv translacioni neuroendokrini model
anksioznosti/depresije koji se temelji na hroni¢noj primeni kortikosterona, optimizovan je za
upotrebu u modeliranju perzistentnog stanja slicnog anksioznosti/depresiji kod glodara, a do
sada je koris¢en za procenu specificnih efekata hroni¢ne primene kortikosterona na spavanje.
To je etioloSki relevantan model depresije, u kojem hroni¢na primena kortikosterona izaziva
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visoku emocionalnost, povezanu sa smanjenjem neurogeneze i promenjenom osetljivoS¢u na
bol, koji se ponistavaju klasi¢nim i inovativnim antidepresivima (Zhao i sar., 2008).

Vra¢aju¢i se na prouCavanje eksperimentalnog neuroendokrinog modela
depresije/anksioznosti, koji navodi da su glavni mehanizmi koji leZze u pozadini alteracije
ponasanja i spavanja verovatno posledica hroni¢nog tretmana kortikosteronom koje pokrece
negativnu povratnu spregu na HPA osovinu, moZemo analizirati potencijalne mehanizme
ukljucene u disregulaciju spavanja.

Cinjenica je da njihovi rezultati koreli$u s nalazima u subpopulaciji pacijenata s depresijom,
koje karakteriSe smanjenje aktivnosti HPA osovine, lucenje kortikotropin-oslobadajuceg
hormona (CRH) i hipoaktivnost sistema za budenje, te zauzvrat povecanje glukokortikoida.
Ovako promenjena osovina mogla bi uticati na NREM spavanje, povecavajuéi ga aktivacijom
mehanizma zavisnog o mineralkortikoidnog receptora, i na REM, mehanizmom posredovanim
glukokortikoidnim receptorima, smanjujuci tako ovu fazu. S obzirom da elementi odgovorni na
glukokortikoidne receptore koji se nalaze u CNS-u kontroliSu ekspresiju gena ¢iji su produkti
ukljuceni u cirkadijalnu regulaciju, ovo je nacin na koji se na njih moZe uticati. Ipak, budu¢i da
neuroni SCN-a ne eksprimiraju ni mineralo- ni gluko-kortikoidne receptore, kortikosteron bi
na ovaj centar mogao uticati indirektno, kroz projekcije iz drugih podrucja koja ih eksprimiraju
i dopiru do SCN-a. (Le Danteci sar., 2014).

Kod osoba koje boluju od depresije dokazan je poviSen nivo kortizola u krvi, ali i u drugim
uzorcima poput urina i salive gde je kortizol slobodan, nevezan za proteinske nosace (Stetler i
sar., 2011; Rodenbeck i Hajak, 2001), ali pojacana funkcija HPA osovine ne mora nuzno nastati
kao posledica depresivnih promena u ponasanju. Hiperaktivnost moZe nastati i pre nastupanja
depresivnih poremecaja zbog neurobioloSkih abnormalnosti koje su prethodile razvoju
depresivnog oboljenja (Pariante, 2008). Hiperaktivnost ovog sistema moze biti posledica
poremecaja glavnog regulatornog mehanizma HPA ose, negativne povratne sprege. Povratna
sprega se zasniva na vezivanju kortizola iz krvi za glukokortikoidne receptore lokalizovane u
hipokampusu, hipotalamusu i hipofizi. Negativna povratna sprega moZe biti oStecena zbog
mutacija koje nastaju kao posledica delovanja proinflamatornih citokina i epigenetskih
promena na nivou gena koji nose informaciju za sintezu ovih receptora i nemoguc¢nost kortizola
da prevazide krvno-moZdanu barijeru i dospe do odgovarajuéih receptora. Glukokortikoidna
rezistencija i nemoguénost glukokortikoidnih hormona da ostvare dejstvo na ciljno tkivo
dovodi do kompenzatorne hiperaktivnosti HPA osovine (Pariante, 2008) . Produkcija kortizola
je uskladena sa cirkadijalnim ritmom. Tokom veceri i no¢i nivo kortizola u krvi opada u odnosu
na dnevne vrednosti. Sredinom perioda spavanja koncentracija kortizola pocCinje postepeno da
raste, sekretuje se pulsatorno u vremenskim intervalima koji se poklapaju sa nastupanjem REM
faze kako bi u ranim jutarnjim ¢asovima dostigao najvisu vrednost (Payne i Nadel, 2004). Kod
osoba sa primarnom insomnijom uocen je poviSen nivo kortizola u krvi u vecernjim satima i
tokom no¢i koji, u zavisnosti od stepena povecanja, dovodi do ceS¢ih budenja i prekida u
no¢nom spavanju. Kada je insomnija udruZena sa depresivnim poremecajima, hiperaktivnost
HPA osovine je joS veca, a fragmentacija spavanja kao patofizioloSka manifestacija postaje jo$
intenzivnija.

Dodatni faktor koji doprinosi razvoju ponasanja slicnog depresiji je nizak nivo testosterona,
Sto je primeceno kod pacova izloZenih fragmentaciji spavanja u nasSoj studiji. Pojedina klinicka
istraZivanja daju dokaze koji ukazuju da testosteron ima anksioliticku i antidepresivnu ulogu, i
potencijalno se moze koristiti za poboljSanje raspoloZenja i mentalnog zdravlja (Morsink i sar.
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2007; Giltay i sar., 2021). Testosteron moZe uticati na mnoge monoamine i dovesti do
povecanog oslobadanja dopamina, Sto moZe suprimirati pojavu ponaSanja povezanog sa
depresijom. Takode, tretman testosteronom kod pacova je povecao oslobadanje dopamina i
serotonina u nukleus akumbensu i striatumu (De Souza i sar., 2009). Mogu¢nost da testosteron
utice na dopaminergicku i serotonergi¢ku neurotransmisiju ukazuje na njegovu ulogu u razvoju
depresije i potencijalnom leCenju antidepresivima (McHenry i sar., 2013). Testosteron je
takode povezan s Kkognitivnim tegobama. Studije kod starijih muSkaraca pokazale su
potencijalne povoljne efekte na kogniciju (Cherrier i sar., 2009). Ozbiljan pad memorije kod
pacova je bio primetan nakon kastracije, dok se memorija mogla poboljsati egzogenom
primenom testosterona (Pintana i sar., 2015). Nedavna istrazivanja takode su potvrdila da
suplementacija testosteronom poboljSava kognitivno oSte¢enje (Lau i sar., 2014; Cai i sar,,
2020). Predlozeni mehanizmi kognitivnhog oStecenja kod nedostatka testosterona ukljucuju
povecano nakupljanje amiloida § u mozgu, promene u sinaptickoj plastici i podsticanje
neurodegeneracije u hipokampusu.

Pored svih opisanih mehanizama koji mogu imati znacajnu ulogu u depresiji izazvanoj
disrupcijom spavanja, treba napomenuti da reaktivni kiseoni¢ni radikali (ROS) takode mogu
imati, barem manji uticaj na psiholoski stres, s obzirom na to da su smanjeni nivoi glutationa
(GSH) pronadeni u nekim delovima mozga pacova, posebno hipotalamusu i talamusu, iako
nalazi ukazuju da oksidativni stres u mozgu pacova nakon parcijalne deprivacije spavanja (REM
deprivacija) ne rezultira gubitkom ¢elija (Le Danteci sar., 2014). Postoje dokazi koji ukazuju na
mogucu ulogu povecanog nivoa NADPH oksidaze u mozgu u oksidativnom stresu izazvanim
fragmentacijom spavanja. Ovaj enzim se pojavljuje kao glavni izvor generacije ROS u vecini
Celija sisara, ukljucujuci neurone i sinapse, bilo kao nusprodukt normalne kataliticke aktivnosti
ili kao rezultat poremecene funkcije kod razli¢itih oboljenja. U eksperimentu koji je ukljucivao
miSeve sa mutacijom NADPH oksidaze i odgovaraju¢e kontrolne grupe, nakon 15 dana
fragmentacije spavanja, eksperimentalna grupa je pokazala normalno ucenje i bila zasticena od
deficita spacijalnog ucenja koja su primecena kod kontrolne grupe izloZene fragmentaciji
spavanja, uz znacajno povecanje ekspresije gena i aktivnosti NADPH oksidaze. NajvaZnije je da
trajanje spavanja, raspodela faza spavanja niti latencija do nastupanja spavanja nisu bile
pogodene ni kod eksperimentalne ni kod kontrolne grupe (Nair i sar., 2011). Rezultati variraju
medu studijama, pri ¢emu neke ukazuju na povecanu osetljivost hipokampusa i hipotalamusa,
dok druge izveStavaju o smanjenoj osetljivosti na ROS u korteksu i moZdanom stablu kao
odgovor na poremecaje spavanja.

U poslednjih nekoliko godina, razlicita istrazivanja su ispitivala kako proizvodnja novih
Celija i njihov razvoj u neurone bivaju pogodeni kvalitetom spavanja i gubitkom istog. lako
prekidi spavanja u periodu kra¢em od jednog dana izgleda da imaju malo uticaja na osnovnu
stopu proliferacije Celija, produZena restrikcija ili prekidi spavanja mogu imati kumulativne
efekte koji dovode do znacajnog smanjenja proliferacije Ccelija, prezivljavanja Ccelija i
neurogeneze u hipokampusu. Posebno je vazno napomenuti da iako kratkotrajna deprivacija
spavanja moZda ne utice na osnovnu stopu proliferacije Celija, jedno istraZivanje na pacovima
pokazuje da cak i blaga restrikcija spavanja moZe ometati povecanje neurogeneze koje se
normalno deSava tokom ucenja zavisnog od hipokampusa (Meerlo i sar., 2009).

U depresiji izazvanoj injekcijama kortikosterona, bojenje hipokampusa je pokazalo
smanjenje ekprimiranja DCX, Sto ukazuje na smanjenu neuroproliferaciju i neurogenezu
(Sanchey i sar., 2019). Smanjenje proliferacije Celija i smanjenje postotka Celija koje se
diferenciraju u neurone su dva faktora koji mogu doprineti smanjenoj neurogenezi u modelu
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deprivacije spavanja kod pacova (Guzman-Marin i sar., 2005). Kod pacijenata sa hronicnom
insomnijom, povecéani su markeri oSte¢enja astrocita (Zhang i sar., 2020). Kod pacova kojima je
deprivirano spavanje u trajanju od 5 dana, astrociti su hipertrofisali sa pojacanom
imunoreaktivno$¢u GFAP (Hsu i sar., 2003). Medutim, naSi rezultati nisu pokazali nikakve
razlike u ekspresiji DCX i Ki67 u hipokampusu, Sto sugeriSe da u naSem modelu fragmentacije
spavanja nisu primecene promene u neurogenezi i proliferaciji neurona. Slicno tome, nije
pronadena znacajna razlika u izrazavanju GFAP u hipokampusu kod grupe pacova izloZenih
fragmentaciji spavanja. Odsustvo promena u DCX, Ki67 i GFAP u naSem istraZivanju moZze se
objasniti razlikama izmedu fragmentacije spavanja i deprivacije spavanja. Dok fragmentacija
predstavlja kratka prekidanja spavanja unutar redovnog rasporeda i koli¢ine spavanja,
deprivacija predstavlja stanje neadekvatnog kvaliteta i koliCine spavanja, ukljucujuéi
dobrovoljnu i nevoljnu pospanost, kao i poremecaje cirkadijalnog ritma.
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Na osnovu rezultata istraZivanja sprovedenih u okviru ove doktorske disertacije, mogu se
izvesti sledeci zakljucci:

1. Akutna i Cetrnaestodnevna visokofrekventna fragmentacija spavanja, po modelu
opstruktivne apneje u spavanju dovela je do povetane mozdane ekscitabilnosti i povec¢anja
osetljivosti za razvoj konvulzivnih napada na Sta ukazuju rezultati bihejvioralnih i
elektroencefalografskih analiza u smislu povec¢anog broja i teZine napada izazvanih lindanom
u subpragovnoj dozi, odnosno znacajnih promene u duZini i trajanju epileptiformnih EEG
praznjenja kod Zivotinja sa fragmentisanim spavanjem u odnosu na korespondentne kontrole.

2. Zivotinje kojima je spavanje bilo fragmentisano ispoljavale su bihejvioralne obrasce u
etoloskim testovima karakteristiCne za povecan stepen anksioznosti na Sta su ukazali rezultati
sva tri testa iz baterije etoloskih testova za procenu anksioznosti koji su koriS¢eni u ovoj studiji.
Sem toga, Zivotinje kojima je spavanje bilo fragmentisano ispoljile su i povecan stepen
ponasanja koje se povezuje sa depresijom ¢iji stepen je zavisio od duZine perioda fragmentacije
spavanja, a smanjenje kognitivne sposobnosti u odgovaraju¢im bihejvioralnim testovima.

3. Fragmentacija spavanja dovela je do poremecaja redoks homeostaze u sve tri ispitivane
moZdane strukture Sto se manifestovalo porastom lipidne peroksidacije u hipokampusu,
talamusu i cerebralnom Kkorteksu uz izmenjen profil antioksidativne zaStite u ovim
strukturama. Opisane promene u bihejvioralnim etolosSkim testovima korelirale su sa stepenom
naruSene redoks homeostaze.

4. Citokinski profil je bio izmenjen kod Zivotinja kojima je spavanje bilo fragmentisano i to tako
da je nivo IL-1f bio znacajno poviSen u hipokampusu, talamusu i cerebralnom korteksu, dok je
nivo IL-6 bio znacajno poviSen samo u cerebralnom korteksu. Nije bilo promene u nivou ovih
citokina u serumu.

5. Fragmentacija spavanja dovela je do promena u hormonskom profilu. Kod Zivotinja sa
akutnom fragmentacijom spavanja nivoi hormona testosterona, estradiola i progesterona bili
su znacajno snizeni, dok nije bilo znacajne promene u nivou Kkortikosterona. Hroni¢na
fragmentacija je takode dovela do znacajnog sniZenja nivoa testosterona.

6. U ovoj studiji primenjena fragmentacija spavanja nije dovela do promena u adultnoj
neurogenezi i gliogenezi u hipokampusu, s obzirom da imunohistohemijski nije pronadena
statisticki znacajna razlika u ekspresiji Ki 67, DCX i GFAP u dentatnom girusu hipokampusa
Zivotinja Cije spavanje je bilo fragmentisano. Takode, nije bilo ni promena u broju inhibitornih
interneurona u hipokampusu, na sta je ukazao imunohistohemijski nalaz nepromenjenog broja
PV+ Celija.
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OBAVEZNI PRILOZI

IIpunoe 1.

N3jasa o0 ayTopcTsy

Mme n npesmme aytopa: Xesbko 'py6ay

bpoj nnaekca: 2016/5077

U3sjasroyjem
[a je JOKTOPCKa gMcepTaumja nod HacJioBOM

2PparmeHraumja cnasarba M3a3saHa EKCNEPUMEHTANIHO NO MOAENY anHeje y cnasakby: buxejsnopante,
enektpopusmonowke, buoxemmjcke n CTpykTypHe npomeHe”

Pe3ynTaT CoOnCTBeHOr UCTPa*XMBAYKOr paja,;

* [a AucepTaumja y LEIVHU HU Y AeNOBMMA HUje buna npensioskeHa 3a cTuuakbe Apyre gunjiome
npema CTyAujCKMM NporpammMma gpyrux BUCOKOLIKO/ICKMX YCTaHOBA;

*  [aCy pesynTatv KOPEKTHO HaBeaeHU u

*  [a HMCaM KpLIMO/Na ayTopcKa NpaBa U KOPUCTUO/Na MHTENEKTYaHY CBOJUHY APYTMX Anua.

IloTnuc ayTopa

Y beorpagy, 04.09.2023. roa.
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Ilpusoe 2.

M3jaBa 0 UICTOBETHOCTU LUTaMMNaHE U eIEKTPOHCKE Bep3nje LOKTOPCKOr pasa

Mme 1 npesnme aytopa: MesbKo Mpybau
bpoj nnpekca: 2016/5077
Cryamjckm nporpam: [lOKTOpCKe CTyanje n3 meanLMHCKUX HayKa — cmep PusmnonoliKke Hayke

Hacnos paaa: ,®parmeHTaumja cnaBaka M3a3BaHa EKCNEPUMEHTA/IHO NO MOAENY anHeje y cnaBakby:
6uxejsuopanHe, enekTpopusnonollKke, buoxemujcKe U CTPYKTYpHe npomeHe”

MeHTopu: Mpod. ap AparaH XpHuuh, Mpod. Ap Hena MNywkaw

M3jaBsbyjem aa je wWTamnaHa Bep3nja MOr JOKTOPCKOT paga UCTOBETHA e/IeKTPOHCKOj BEP3MjM KOjy cam
npesao/na paay noxparbuearba y IMruTaiHOM peno3uTopujymy YHuBep3utera y beorpaay.

[o3Bos/baBam aa ce ob6jaBe Moju IMYHM NOAAUM Be3aHM 3a A0buWjatbe aKaLeMCKOr Ha3nBa AOKTOpa Hayka,
Kao WTO Cy MMe M Npe3nme, roamHa u mecto pohersa n gatym oabpaHe paga.

OBM IMYHM NOZALM MOTY ce 06jaBUTU Ha MPEKHMM CTPaHULAMa gUruTanHe BUbNOTEKE, Y eIEKTPOHCKOM
KaTanory uy nybankaumjama YHuBepsuteTa y beorpagy.

IloTniuc ayTopa

Y beorpagy, 04.09.2023. roa.
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IIpunoe 3.

M3jaBa o kopuwhersy

Osnawhyjem YHuBep3sutetcky 6ubamnoteky ,Ceetozap Mapkosuh® ga y AnrntanHu penosmtopujym
YHuBep3uTeTa y beorpagy yHece mMojy LOKTOPCKY AUCepTaumjy Nos Hac0BOM:

L,PparmeHTaumja cnaBarba 3a3BaHa EKCNEPUMEHTa/IHO N0 MOAe/lY anHeje y cnaBawy: buxejsuopanHe,
enekrpodusmonowKe, GUoxemmjcke U CTPYKTypHe npomeHe*

KOja je Moje ayTOpPCKO Aeno.

AncepTaymjy ca cBUM NPUIO3MMa NPeaao/na cam y eNekTPoHCKOM popmaTy NorogHoOM 3a TPajHo
apxvBupabe.

Mojy AOKTOPCKY AncepTaumjy noxpareHy y AurntasHom penosntopujymy YHuUBep3suTeTa y beorpaay m
[OCTYMNHY y OTBOPEHOM MPUCTYNy MOTy [1a KOpUCTE CBM KOjM NoLwTyjy oapenbde cagpkaHe y ogabpaHom
Tmny nvueHue KpeaTtusHe 3ajeaHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce ogjy4mno/na.

1. Aytopctso (CC BY)
2. AytopcTtBo - HekomepumjanHo (CC BY-NC)
@AyTOpCTBO - HeKkomepumjanHo - 6e3 npepaga (CC BY-NC-ND)
4. AyTOpCTBO — HEKOMEpLUMjanHo — AennTu nod uctum ycnosuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopcTtBo - 6e3 npepaga (CC BY-ND)
6. AytopctBo - Aenutu nog nuctum ycnosuma (CC BY-SA)

(Monnmo pa 3a0KpyuTe camo jegHy o wect noHyheHux amueHumM. Kpatak onuc
NINLEHUM je cacTaBHU Ae0 OBe U3jaBe).

IloTniuc ayTopa

Y beorpagy, 04.09.2023.




1. AyTopcTBO. [03BO/baBaTe yMHOKaBarbe, AMCTPMOYLMjy M jaBHO caonwTasarbe Aena, u
npepaje, ako ce HaBeAe MMe ayTopa Ha HauMH oapeheH of CTpaHe ayTopa AW faBaola JNLEHLE,
YyaK M y KomepumjanHe cepxe. OBO je HajcnobogHMja oa CBUX IULEHUMN.

2. AyTOpCcTBO - HeKOMepLUja/HO. [l03BO/baBaTe YMHOXaBarbe, AUCTPUMOYLMjy M jaBHO
caonwTaBakbe Aena, M Npepase, ako ce HaBeae UMe ayTopa Ha HaumH ogpeheH o4 cTpaHe ayTopa uam
AaBaoua nnueHue. OBa nMUeHLa He 403B0/baBa KOMepPLMjanHy ynoTpeby gena.

3. AyTopcTBO - HeKkoMepuMjaJHO - 6e3 mnpepaja. [lo3Bo/baBaTe YMHOXKaBakbe,
AncTpubyumjy 1 jaBHO caonwTaBare Aena, 6e3 npomeHa, NnpeobiMkoBarba MaM ynotpebe gena y
CBOM A€y, aKo Ce HaBee MMe ayTopa Ha HauuH oapeheH o4 CTpaHe ayTopa MM 4aBaoLa nLEHLE.
OBa nueHLUa He A03B0/baBa KOMepLujanHy ynoTpeby aena. Y oAHOCY Ha cBe ocTae ANLEHLLE, OBOM
NIMLEHUOM ce orpaHu4yasa Hajsehu obum npasa Kopuwhera gena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMEpUHUjaJHO - AEeJIMTH MOoJ HCTUM YCJ0BHUMA. [l03BO/baBare
YMHOaBarbe, ANCTPMBYLIMjY M jaBHO caoniuTaBare fesa, U Npepaje, ako ce HaBede UMe ayTopa Ha
HauuH oapeheH oA cTpaHe ayTopa WKW Aasaola IMLEHLE U aKo ce npepaja AMCTpmbynpa nog uctom
WAM CAYHOM iMueHuom. OBa iMLeHLa He 403B0/baBa KoMepumjanHy ynotpeby aena u npepasa.

5. AyTopcTBOo - 6e3 mpepaja. [lo3so/baBaTe YMHOMaBakbe, AUCTPUOYUMjy M  jaBHO
caonwtaBarbe Aena, 6e3 npomeHa, npeobanKkoBarba MK ynotTpebe Aena y CBOM Aeny, ako Ce HaBee
nMme ayTopa Ha HauuH oapeheH og cTpaHe ayTopa wamn Aasaoua auueHue. OBa MUeHLa 403B0/baBa
KomepumjanHy ynotpeby gena.

6. AyTOpCTBO - J€JIUTH N0, UCTUM YCJI0BHUMA. [103B0/baBaTe YMHOXaBakbe, AUCTpMbyumjy
W jaBHO caonLiTaBarbe Aena, U Npepaae, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH og cTpaHe
ayTopa UM AaBaoua ANLEHLE M aKo ce npepaga Auctpnbynpa nogd UCTOM UAN CANYHOM IULLEHLIOM.
Osa nueHUa A03B0/baBa KOMepLUujanHy ynoTpeby aena u npepasa.

CnnyHa je codhTBEPCKUM AMNLLEHLLAMa, OAHOCHO MLEHLLaMa OTBOPEHOr Koaa.
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