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Spavanje i elektroencefalografski ritmovi kao indikatori poremećaja funkcionalno 

različitih holinergičkih inervacija velikog mozga pacova 

 

REZIME 

 

Alchajmerova bolest (AB) i Parkinsonova bolest (PB) su najčešće 

neurodegenerativne bolesti starenja. Neuropatologija AB i PB podrazumeva selektivan 

gubitak specifičnih populacija neurona, uključujući i holinergičke neurone bazalnog 

prednjeg mozga i moždanog stabla, kao i ushodni obrazac progresije neurodegeneracije 

od struktura u moždanom stablu uključenih u regulaciju REM („rapid eye movement”) 

spavanja ka prednjemoždanim regionima. Poremećaji ponašanja u toku REM spavanja 

(„REM sleep behavior disorders” – RBD) veoma često ostaju neprimećeni kod AB i PB 

pacijenata i mogu se javiti godinama pa čak i decenijama pre motornih i kognitivnih 

poremećaja. Ovo ukazuje na značaj istraživanja poremećaja ponašanja u toku REM 

spavanja kao mogućeg ranog znaka pojave najčešćih neurodegenerativnih bolesti 

starenja. 

Predmet istraživanja ove doktorske disertacije bio je da u eksperimentalnim 

modelima AB i PB holinergičke neuropatologije po prvi put ispita uticaj unilateralnih i 

bilateralnih lezija glavnog izvora kortikalne holinergičke inervacije (nucleus basalis, 

NB jedro) i glavnog izvora talamo-kortikalne holinergičke inervacije (nucleus 

pedunculopontinus tegmentalis, PPT jedro) velikog mozga pacova na spavanje i 

elektroencefalografske (EEG) ritmove. U ovim eksperimentalnim modelima 

holinergičke neuropatologije humanih bolesti (NB i PPT lezije) unilateralne lezije su 

predstavljale lakše oblike ili početne stadijume neurodegeneracija, dok su bilateralne 

lezije predstavljale teže oblike ili kasnije stadijume neurodegeneracija, a sama 

progresija bolesti je praćena ukupno 5 nedelja zavisno od eksperimentalne grupe.  

U skladu sa osnovnom hipotezom ove doktorske disertacije, da funkcionalno 

različiti centralni holinergički sistemi imaju različite regulatorne funkcije u toku 

spavanja, koje se mogu definisati na osnovu EEG aktivnosti, postavljen je i osnovni cilj 

istraživanja: da se kroz analizu arhitekture spavanja, strukture prelaznih stanja i EEG 



mikrostrukture osnovnih faza u toku spavanja (budnost, NREM – „non rapid eye 

movement”, REM) u eksperimentalnim modelima funkcionalno različite holinergičke 

neuropatologije pronađu potencijalni EEG markeri početka, težine i progresije 

neurodegeneracije, sa mogućnošću dalje primene ovako senzitivnih metoda (definisanih 

EEG markera) u eventualnoj prevenciji i promeni terapijskog pristupa u pacijenata sa 

rizikom razvoja AB i PB. 

Mužjaci pacova Wistar soja su hronično implantirani za registrovanje spavanja. U 

toku operativne procedure za implantaciju elektroda za elektroencefalografiju (EEG) i 

elektromiografiju (EMG), korišćenjem tehnike stereotaksički navođene mikroinfuzije 

ibotenične kiseline (ekscitotoksina koji je generalni glutamatergički agonista), izvšene 

su selektivne unilateralne ili bilateralne NB ili PPT lezije.  

Eksperimentalni protokol registrovanja spavanja je počinjao dve nedelje nakon 

oporavka od operativne procedure implantacije hroničnih elektroda, sa ili bez 

unilateralnih ili bilateralnih NB ili PPT lezija. Registrovano je 6 sati spavanja, jednom 

nedeljno tokom četiri nedelje u eksperimentima NB lezija, odnosno jednom nedeljno 

tokom pet nedelja u eksperimentima PPT lezija, korišćenjem programa DataWave 

SciWorks Experimenter 8.0 (Datawave Technologies, Longmont, SAD).  

Nakon završetka eksperimentalnog protokola registrovanja spavanja, NB i PPT 

lezije su identifikovane NADPH – diaforaza histohemijskim bojenjem, a zatim i 

kvantifikovane u celokupnoj antero-posteriornoj dimenziji strukture korišćenjem 

ImageJ 1.46 programa (NIH, SAD).  

Analiza spavanja i EEG signala urađena je, kako u kontrolnih pacova tako i u 

pacova sa identifikovanim NB ili PPT lezijama, u MATLAB 6.5 programu, korišćenjem 

originalno razvijenog programskog paketa. Na usnimljene šestočasovne signale je 

najpre primenjena Furijeova transformacija, a zatim je svaka od 2160 Furijeovih epoha 

dužine 10 s  diferencirana kao budnost, NREM ili REM faza spavanja. Pored toga, za 

potrebe detaljnije analize poremećaja REM faze spavanja izazvanih bilateralnom PPT 

lezijom, grupisanje REM epoha je na osnovu snage EMG-a dodatno razdvojeno na dva 

podgrupisanja REM1 (REM epohe sa većom snagom EMG-a, patološki REM) i REM2 

(REM epohe sa manjom snagom EMG-a, fiziološki REM). Potom je korišćenjem EEG 



signala senzomotorne i motorne kore urađena topografska analiza arhitekture spavanja, 

strukture prelaznih stanja u toku spavanja, EEG mikrostrukture svih osnovnih faza u 

toku spavanja, kao i analiza kortiko-muskularih koherencija između EEG-a 

senzomotorne ili motorne kore velikog mozga i EMG-a mišića dorzalne vratne 

muskulature. Za izračunavanje grupne raspodele gustine verovatnoće relativnih 

amplituda svih budnost/NREM/REM/REM1/REM2 konvencionalnih EEG frekventnih 

opsega u toku 6 h spavanja korišćena je PDE („Probability Density Estimate”) funkcija 

u MATLAB 6.5 programu. U daljoj funkcionalnoj analizi poremećaja REM faze 

spavanja, za svaki od konvencionalnih EEG frekventnih opsega su korišćenjem 

„cohere” funkcije u MATLAB 6.5 izračunate REM/REM1/REM2 kortiko-muskularne 

koherencije između EEG-a senzomotorne ili motorne kore i EMG-a mišića dorzalne 

vratne muskulature. Za statističku obradu svih podataka korišćena je neparametarska 

jednofaktorska Kruskal-Wallis ANOVA sa post-hoc Mann-Whitney U kontrastnim 

testom. 

Bilateralna NB lezija je privremeno promenila arhitekturu spavanja 14 dana nakon 

lezije. Iako u slučaju fiziološke kontrole nije bilo razlika u trajanju budnosti, NREM i 

REM faze spavanja između senzomotorne i motorne kore, bilateralna NB lezija je u 

senzomotornoj kori smanjila trajanje budnosti i povećala trajanje NREM faze spavanja, 

dok je u motornoj kori smanjila trajanje budnosti i povećala trajanje REM faze 

spavanja. Istovremeno, u svim eksperimentalnim grupama, kako u fiziološkoj kontroli, 

tako i u unilateralnoj i bilateralnoj NB leziji, je EEG teta amplituda budnosti, NREM i 

REM faze spavanja bila niža u motornoj u odnosu na senzomotornu koru. Pored toga, 

bilateralna NB lezija je u senzomotornoj kori izazvala povećanje REM teta amplitude u 

trajanju od tri nedelje, dok su u motornoj kori i unilateralna i bilateralna NB lezija 

izazvale povećanje teta amplitude i u budnosti i u REM fazi spavanja. 

PPT lezija nije promenila arhitekturu spavanja, ali je značajno izmenila strukturu 

prelaznih stanja, kao i EEG mikrostrukturu svih osnovnih faza spavanja. Obe lezije, i 

unilateralna i bilateralna PPT lezija, su dugotrajno povećale broj budnost/REM i 

REM/budnost prelaza tokom celokunog perioda od 5 nedelja. Ova promena u strukturi 

prelaznih stanja je od 28. dana bila praćena smanjenjem broja NREM/REM i 

REM/NREM prelaza, ali samo nakon bilateralne PPT lezije, kao težeg oblika 



holinergičke neurodegeneracije. Unilateralna PPT lezija je izazvala povećanje EEG teta 

amplitude budnosti i EEG beta amplitude REM faze spavanja, a od treće nedelje nakon 

lezije i pad EEG delta amplitude budnosti. Bilateralna PPT lezija je izazvala povećanje 

EEG beta amplitude tokom svih faza spavanja, kao i povećanje EEG gama amplitude 

REM faze spavanja i smanjenje EEG delta amplitude budnosti i NREM faze spavanja. 

Poređenje efekata bilateralne NB i bilateralne PPT lezije (modeli težih, odnosno 

progresivnijih oblika holinergičke neurodegeneracije) na arhitekturu spavanja, strukturu 

prelaznih stanja i EEG mikrostrukturu svih osnovnih faza spavanja je pokazalo 

postojanje topografski specifičnih razlika u poremećajima nastalim kao posledica 

degeneracije funkcionalno različitih holinergičkih inervacija velikog mozga pacova. Za 

razliku od bilateralne NB lezije koja je privremeno izmenila trajanje budnosti i NREM 

faze spavanja u senzomotornoj kori, odnosno trajanje budnosti i REM faze spavanja u 

motornoj kori, bilateralna PPT lezija nije izmenila arhitekturu spavanja. Bilateralna PPT 

lezija je u obe kore dugotrajno (tokom 4 nedelje) povećala broj budnost/REM i 

REM/budnost prelaza i ovaj porast je bio praćen nekonzistentnim promenama u broju 

NREM/REM i REM/NREM prelaza u senzomotornoj kori, a u motornoj kori 

povećanjem broja ovih prelaza. Bilateralna NB lezija je u senzomotornoj kori smanjila 

broj NREM/REM i REM/NREM prelaza, dok je u motornoj kori povećala broj ovih 

prelaza tokom četiri nedelje. Promene u EEG mikrostrukturi nakon  bilateralne PPT 

lezije bile su i u senzomotornoj i u motornoj kori izražene kao dugotrajno (tokom 4 

nedelje) povećanje beta i gama amplitude budnosti, NREM i REM faze spavanja, 

odnosno kao smanjenje delta amplitude budnosti, ali samo u senzomotornoj kori. 

Nasuprot tome, bilateralna NB lezija je izazvala samo povećanje REM teta amplitude u 

senzomotornoj kori koje je trajalo tri nedelje.  

Pored promena u strukturi prelaznih stanja u toku spavanja i EEG mikrostrukturi 

svih osnovnih faza spavanja, bilateralna PPT lezija je dodatno uslovila izdvajanje dva 

funkcionalno različita REM stanja u okviru REM faze spavanja, REM1 (PPT lezijom 

prouzrokovan patološki REM, REM bez atonije, REM sigma koherencije) i REM2 

(fiziološki REM, REM sa atonijom, REM teta koherencije), naročito u motornoj kori. 

Iako nije promenila arhitekturu spavanja senzomotorne kore, bilateralna PPT lezija je u 

motornoj kori produžila trajanje patološkog REM1 stanja, a povećala broj 



budnost/REM1/budnost i NREM/REM2/NREM prelaza u obe kore. U osnovi 

izmenjene REM EEG mikrostrukture su bile povećana beta amplituda senzomotorne 

kore za vreme celokupnog REM stanja i povećana teta amplituda motorne kore samo za 

vreme REM1 stanja. Bilateralna PPT lezija je izazvala generalizovan pad 

REM/REM1/REM2 beta kortiko-muskularne koherencije i dovela do izmene kontrole 

mišića dorzalne vratne muskulature dominantno iz senzomotorne kore.  

Ova doktorska disertacija je, koristeći po prvi put nov eksperimentalni model 

holinergičke PB neuropatologije (PPT lezija), stereotaksički navođenu mikroinfuziju 

kao nov metodološki pristup za selektivne lezije moždanih jedara, nov histohemijski 

metod identifikacije deficita holinergičkih neurona, nov pristup u kvantifikaciji 

neuronskog deficita, kao i nov način analize EEG signala za vreme različitih faza 

spavanja, po prvi put dokazala topografski specifične razlike u arhitekturi spavanja, 

strukturi prelaznih stanja i EEG mikrostrukturi osnovnih faza spavanja (budnost, 

NREM, REM), koje su nastale usled poremećaja funkcionalno različitih holinergičkih 

inervacija velikog mozga pacova (NB lezija u odnosu na PPT leziju). U ovom novom 

eksperimentalnom modelu holinergičke PB neuropatologije po prvi put su dokazani 

dugotrajni i veoma ozbiljni poremećaji u spavanju izraženi kao: povećanje broja 

budnost/REM i REM/budnost prelaza, povećana kortikalna aktivacija tokom svih 

osnovnih faza spavanja, izdvajanje dva različita REM stanja (pojava patološkog REM 

stanja pored fiziološkog REM stanja), kao i dominantna izmena kontrole mišića 

dorzalne vratne muskulature iz senzomotorne kore, iskazana kao pad 

REM/REM1/REM2 beta koherencije. 
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Sleep and electroencephalographic rhythms as an indicators of the functionally 

distinct cholinergic innervation disorders in rat brain 

 

ABSTRACT 

 

Alzheimer’s disease (AD) and Parkinson’s disease (PD) are the most common 

neurodegenerative diseases of elderly. AD and PD neuropathology involves selective 

loss of specific neuronal population within the brain, including the basal forebrain and 

brainstem cholinergic neurons, with the ascending pattern of neurodegeneration 

progression from rapid eye movement (REM) sleep-related brainstem regulatory 

structures to the brain basal areas. REM sleep behavior disorders (RBD) very frequently 

go unnoticed in the AD and PD patients, and as a symptom, could precede the onset of 

motor and cognitive disturbances by years or even decades. This indicates the 

importance of RBD as a potential early marker of the neurodegenerative diseases of 

elderly. 

Using the experimental models of AD and PD cholinergic neuropathology, this 

PhD thesis aimed to investigate for the first time the impact of unilateral and bilateral 

nucleus basalis (NB – the main source of cortical cholinergic innervation) and nucleus 

pedunculopontinus tegmentalis (PPT – the main source of thalamo-cortical cholinergic 

innervation) lesions on sleep and electroencephalographic (EEG) rhythms during sleep 

in rat. In these experimental models of cholinergic neuropathology (NB and PPT 

lesions) the unilateral lesions were used as the models of mild or early stage 

neurodegenerations, whereas the bilateral lesions were used as the models of severe or 

progressed neurodegenerations, and the follow up period was up to 5 weeks depending 

on the experimental group. 

Based on the hypothesis that functionally distinct cholinergic systems have 

different regulatory functions during sleep, that could be defined by EEG activity, this 

study aimed to investigate the sleep/wake architecture, sleep/wake state-related 

transitions structure and EEG microstructure of three main brain states (Wake, NREM – 

non rapid eye movement, REM) in order to find the possible EEG markers for the onset, 

severity, and progression of the functionally distinct cholinergic innervations disorders. 



These EEG markers could be used as a sensitive and reliable methodology of early 

detection in the patients who are at risk to develop AD or PD, and for a potential 

prevention and modification of the therapeutic approach. 

Male Wistar rats were chronically implanted for sleep recording. During operative 

procedure for the electroencephalographic (EEG) and electromyographic (EMG) 

electrodes implantation, the selective unilateral or bilateral NB or PPT lesions were 

performed by stereotaxically guided microinfusion of ibotenic acid (the general 

glutamate agonist). 

Sleep recording sessions started after two weeks of recovery period. Sleep was 

recorded for 6 h, weekly, during 4 weeks in NB lesioned rats, and during 5 weeks in 

PPT lesioned rats, using DataWave SciWorks Experimenter 8.0 software (Datawave 

Technologies, Longmont, SAD). 

At the end of recording sessions the NB and PPT lesions were identified by 

NADPH – diaphorase histochemistry, and quantified throughout the overall NB or PPT 

antero-posterior dimensions, using ImageJ 1.46 software (NIH, SAD). 

Analysis of the signals recorded from the control rats and all rats with positively 

identified NB or PPT lesion was done in MATLAB 6.5 using originally developed 

software. Fourier analysis was applied on 6 h recordings, and each 10 s epoch was 

differentiated as Wake, NREM or REM state. Additionally, for detailed analysis of two 

distinct REM clusters, that emerged following bilateral PPT lesion, each REM epoch 

was further differentiated, based on the EMG power, as either REM without atonia 

(REM1, pathological REM), and REM with atonia (REM2, physiological REM). 

Further analysis included the topography of sleep/wake states architecture, sleep/wake 

state-related transitions structure, and EEG microstructure, as well as all REM related 

cortico-muscular coherences. To calculate the group probability density distribution of 

all conventional EEG frequency bands relative amplitudes/6 h for the 

Wake/NREM/REM/REM1/REM2 of each experimental group we used the Probability 

Density Estimate (PDE) routine within MATLAB 6.5. For the functional REM cluster 

differentiation the REM/REM1/REM2 cortico-muscular coherences (CMCs) were 

calculated separately, for each conventional EEG frequency band and each experimental 



group, between the EEG of sensorimotor or motor cortex and the EMG of the dorsal 

nuchal muscles using the MATLAB 6.5 cohere routine. All statistical analyses were 

done using Kruskal-Wallis ANOVA with post-hoc Mann-Whitney U two-tailed tests. 

Bilateral NB lesion transiently altered sleep/wake states topography 14 days 

following lesion. While the control rats exhibited equivalent durations of Wake, NREM 

and REM, as determined by sensorimotor versus motor cortex EEG, the bilateral NB 

lesion decreased Wake duration in both cortices, with NREM duration increased within 

the sensorimotor cortex, and REM duration increased within the motor cortex. At the 

same time, Wake, NREM and REM theta relative amplitude was lower in motor versus 

sensorimotor cortex in all experimental groups. In sensorimotor cortex the bilateral NB 

lesion increased only REM theta amplitude for three weeks, whereas in motor cortex 

both Wake and REM theta amplitude were transiently increased 14 days following both 

the unilateral and bilateral NB lesion. 

PPT lesion did not change the sleep/wake architecture but did change the 

sleep/wake state-related transitions structure and the Wake/NREM/REM EEG 

microstructures. Both the unilateral and bilateral PPT lesions sustainably increased 

Wake/REM and REM/Wake transitions during 5 weeks, followed by the decreased 

NREM/REM and REM/NREM transitions from 28 days only in the case of the bilateral 

PPT lesion, as a more severe cholinergic neurodegeneration. The unilateral PPT lesion 

augmented Wake theta and REM beta amplitude, and with a delay of one week it 

attenuated Wake delta amplitude. The bilateral PPT lesion augmented beta amplitude 

during all sleep states, and REM gamma amplitude, but simultaneously attenuated 

Wake and NREM delta amplitude. 

Comparison of the bilateral NB versus bilateral PPT lesion (the models of severe 

or progressed cholinergic neurodegenerations) effects on the sleep/wake states 

architecture, sleep/wake state-related transitions structure and EEG microstructures 

indicated the topographically specific differentiation of functionally distinct cholinergic 

innervation disorders. Whereas the bilateral NB lesion transiently altered Wake/NREM 

duration within the sensorimotor cortex, and Wake/REM duration within the motor 

cortex, the bilateral PPT lesion did not change the sleep/wake states distributions. 

Bilateral PPT lesion sustainably (during 4 weeks) increased the Wake/REM and 



REM/Wake transitions within the both sensorimotor and motor cortex, followed by 

inconsistent dysregulation of the NREM/REM and REM/NREM transitions within the 

sensorimotor cortex, but oppositely by their increment within the motor cortex. Bilateral 

NB lesion sustainably (during 4 weeks) decreased the NREM/REM and REM/NREM 

transitions within the sensorimotor cortex, but oppositely increased them within the 

motor cortex. Sleep/wake state-related EEG microstructure following the bilateral PPT 

lesion was expressed as the sustained (during 4 weeks) Wake/NREM/REM beta and 

gamma amplitude augmentations within the both sensorimotor and motor cortex, and 

Wake delta amplitude attenuation, but only within the sensorimotor cortex. In contrast, 

the bilateral NB lesion augmented only REM theta amplitude within the sensorimotor 

cortex during three weeks. 

Alongside the sleep/wake state-related transitions structure and 

Wake/NREM/REM EEG microstructure alteration, the bilateral PPT lesion in rats 

additionally potentiated the emergence of two distinct REM sleep states, REM1 

(pathological REM, REM without atonia, sigma coherent REM) and REM2 

(physiological REM, REM with atonia, theta coherent REM ), specifically expressed 

within the motor cortex. Bilateral PPT lesion did not change the sleep/wake states 

architecture within the sensorimotor cortex, but pathologically increased the duration of 

REM1 within the motor cortex, alongside the increased Wake/REM1/Wake and 

NREM/REM2/NREM transitions within the both cortices. In addition, the augmented 

total REM beta amplitude within the sensorimotor cortex and REM1 theta amplitude 

within the motor cortex was the underlying EEG microstructure pathology. Finally, the 

bilateral PPT lesion dominantly induced sensorimotor cortex-dorsal nuchal muscle drive 

alteration, expressed throughout the REM/REM1/REM2 beta CMC decrease. 

Introducing the novel experimental model of PD cholinergic neuropathology (PPT 

lesion),  the stereotaxically guided microinfusion as a novel approach for the selective 

lesion of the brain nuclei, the novel histochemical method for the cholinergic neuronal 

loss identification, and the novel methodological approach for neuronal loss 

quantification, as well as the novel sleep-state related EEG signal analysis methodology, 

this PhD thesis evidenced for the first time the topographically different expression of 

the sleep/wake architecture, sleep/wake state-related transitions structure and 



Wake/NREM/REM EEG microstructure, induced by the functionally distinct 

cholinergic innervation disorders in rat (NB versus PPT lesion). This study 

demonstrated for the first time the PPT lesion (novel experimental model of PD 

cholinergic neuropathology) induced sustained and more severe sleep disturbances 

expressed as: the Wake/REM and REM/Wake transitions increase, augmented cortical 

activation across all sleep/wake states, potentiation of two distinct REM clusters, and 

dominant sensorimotor cortex-dorsal nuchal muscle drive alteration throughout the 

REM/REM1/REM2 beta CMC decrease. 

 

 

KEY WORDS: sleep, electroencephalography (EEG), electromyography (EMG), 

holinergic neurons, nucleus basalis (NB), nucleus pedunculopontinus tegmentalis 

(PPT), ibotenic acid (IBO) lesion, neurodegeneration, rat, cortico-muscular coherence 

(CMC) 

 

RESEARCH AREA: Neuroscience  

RESEARCH FIELD: Neurophysiology and Biophysics  

UDC NUMBER: 612.82 : 616-002.2] : 599.323.4 : [616.8-003.8+616.8-009.11] (043.3) 

 

 



Sadržaj: 
 

1. UVOD ...................................................................................................................... 1 

 

1.1. Spavanje kao ponašanje .................................................................................... 2 

1.1.1. Elektroencefalografija i njen značaj u istraživanju spavanja ....................... 3 

1.1.2. Fiziološke karakteristike budnosti, NREM i REM spavanja ....................... 6 

1.1.3. Osnovni nivoi regulacija spavanja ............................................................... 8 

1.1.4. Neurohemijska osnova regulacije budnosti ................................................. 9 

1.1.5. Neurohemijska osnova prelaska budnosti u spavanje ................................ 13 

1.1.6. Neurohemijska osnova regulacije NREM spavanja ................................... 14 

1.1.7. Neurohemijska osnova regulacije REM spavanja ..................................... 15 

1.1.8. Funkcija spavanja ....................................................................................... 19 

 

1.2. Holinergički sistem mozga sisara ................................................................... 20 

1.2.1. Nucleus basalis (NB) kao glavni kortikalni izvor holinergičke inervacije 
velikog mozga ............................................................................................ 21 

1.2.2. Nucleus pedunculopontinus tegmentalis (PPT) kao glavni talamo-

kortikalni izvor holinergičke inervacije velikog mozga ............................ 22 

 

1.3. Neurodegeneracija i holinergički sistem u neurodegeneraciji ........................ 25 

1.3.1. Alchajmerova bolest (AB) ......................................................................... 26 

1.3.2. Parkinsonova bolest (PB) ........................................................................... 27 

 

1.4. Poremećaji ponašanja u toku REM faze spavanja u  neurodegeneraciji ........ 29 

 

1.5. Eksperimentalni modeli AB i PB neuropatologije ......................................... 31 

 

2. CILJEVI ISTRAŽIVANJA ................................................................................ 33 

 

3. MATERIJAL I METODE .................................................................................. 36 

 

3.1. Eksperimentalne životinje .............................................................................. 37 

 

3.2. Eksperimentalne grupe ................................................................................... 37 

 



3.3. Operativna procedura ...................................................................................... 40 

 

3.4. Procedura registrovanja spavanja ................................................................... 45 

 

3.5. Histohemijska identifikacija i kvantifikacija NB i PPT lezija ........................ 47 

 

3.6. Analiza spavanja i EEG signala ...................................................................... 49 

 

3.7. Statistička analiza podataka ............................................................................ 53 

 

4. REZULTATI ........................................................................................................ 54 

 

4.1. Poremećaji spavanja u holinergičkoj denervacija kore velikog mozga pacova 
ekscitotoksičnom lezijom glavnog izvora kortikalne holinergičke inervacije – 

lezija jedra  nucleus basalis (NB) ................................................................... 55 

4.1.1. Histohemijska identifikacija i kvantifikacija NB lezije ............................. 55 

4.1.2. Arhitektura spavanja .................................................................................. 59 

4.1.3. EEG mikrostruktura spavanja .................................................................... 64 

 

4.2. Poremećaji spavanja u holinergičkoj denervaciji kore velikog mozga pacova 

ekscitotoksičnom lezijom glavnog izvora talamo-kortikalne inervacije – lezija 

jedra nucleus pedunculopontinus tegmentalis (PPT) ...................................... 70 

4.2.1. Histohemijska identifikacija i kvantifikacija PPT lezije ............................ 70 

4.2.2. Arhitektura spavanja i struktura prelaznih stanja ....................................... 74 

4.2.3. EEG mikrostruktura spavanja .................................................................... 79 

 

4.3. Topografske razlike poremećaja spavanja u degeneracijama funkcionalno 
različitih holinergičkih inervacija kore velikog mozga pacova ...................... 83 

4.3.1. Topografske razlike arhitekture spavanja i strukture prelaznih stanja ....... 83 

4.3.2. EEG mikrostruktura spavanja .................................................................... 88 

 

4.4. Poremećaji REM faze spavanja u talamo-kortikalnoj denervaciji velikog 

mozga pacova (PPT lezija) ............................................................................. 93 

4.4.1. Topografske razlike trajanja i strukture prelaznih stanja REM faze 

spavanja nakon bilateralne PPT lezije ....................................................... 94 

4.4.2. Topografske razlike REM EEG mikrostrukture nakon bilateralne PPT 

lezije ......................................................................................................... 100 

4.4.3. Topografske razlike lokomotorne kontrole za vreme različitih REM faza 
spavanja nakon bilateralne PPT lezije ..................................................... 103 



 

5. DISKUSIJA ........................................................................................................ 106 

 

5.1. Poremećaji spavanja u holinergičkoj denervaciji kore velikog mozga pacova 
ekscitotoksičnom lezijom glavnog izvora kortikalne holinergičke inervacije – 

lezija jedra nucleus basalis  (NB) ................................................................. 107 

 

5.2. Poremećaji spavanja u holinergičkoj denervaciji kore velikog mozga pacova 
ekscitotoksičnom lezijom glavnog izvora talamo-kortikalne inervacije – lezije 

jedra nucleus pedunculopontinus tegmentalis (PPT) .................................... 111 

 

5.3. Topografske razlike poremećaja spavanja u degeneracijama funkcionalno 
različitih holinergičkih inervacija kore velikog mozga pacova .................... 116 

 

5.4. Poremećaji REM faze spavanja u talamo-kortikalnoj denervaciji velikog 

mozga pacova (PPT lezija) ........................................................................... 122 

 

6. ZAKLJUČCI ...................................................................................................... 125 

 

7. LITERATURA ................................................................................................... 129 

 



 

1 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1. UVOD 
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Spavanje kao kompleksno ponašanje je već više od pola veka predmet intenzivnih 

istraživanja, a još uvek nisu potpuno poznati regulatorni mehanizmi ovog ponašanja, 

kako u fiziološkim uslovima, tako i u različitim patološkim uslovima u kojima se 

javljaju poremećaji spavanja. Kao i drugi kompleksni fenomeni, spavanje zahteva 

multidisciplinarni eksperimentalni pristup u istraživanju, kao i adekvatne 

eksperimentalne modele humanih bolesti „in vivo”, odnosno adekvatne 

eksperimentalne modele neuropatologije tih bolesti. Dosadašnje elektrofiziološke, 

farmakološke, anatomske i imunohistohemijske studije su u značajnoj meri doprinele 

razjašnjavanju regulatornih funkcija kao i ulazno-izlazne povezanosti moždanih 

struktura uključenih u regulaciju spavanja (Šaponjić, 2009). Poseban značaj u 

istraživanjima spavanja ima tehnika selektivnih lezija moždanih jedara pacova koja 

omogućava ispitivanje mehanizama regulacije fiziološkog i poremećenog spavanja 

(Šaponjić, 2009, 2011), kao ponašanja od značaja za ranu dijagnozu patologije spavanja 

u neurodegenerativnim bolestima čoveka (Boeve i sar., 2007; Šaponjić, 2011). Sa druge 

strane, eksperimentalni modeli lezija specifičnih transmiterskih sistema mozga u 

životinja su takođe neophodni u ispitivanju neurohemijskih mehanizama regulacije 

moždane aktivnosti u fiziološkim i patološkim stanjima, kao što je moždana povreda ili 

neurodegenerativni proces (Šaponjić, 2011). 

1.1.  Spavanje kao ponašanje 

Spavanje je kompleksno, globalno stanje u ponašanju svih sisara, koje je 

homeostatski regulisano (Pace-Schott i Hobson, 2002; Datta i MacLean, 2007). 

Generalno, spavanje bi se moglo definisati kao reverzibilno stanje imobilnosti i veoma 

redukovanog odgovora na senzorne stimuluse (Siegel, 2008). Međutim, spavanje nije 

univerzalno ponašanje sa istom vitalnom funkcijom kod svih vrsta. Ne samo da se 

prisustvo, kvalitet, intenzitet i funkcija spavanja razlikuju među vrstama, već se i u 

okviru jedne vrste menjaju tokom života (Siegel, 2008). Kod sisara su identifikovana i 

na osnovu ponašanja i fizioloških karakteristika definisana dva osnovna stanja (faze) 

spavanja: NREM („non-rapid eye movement”, sporotalasno) spavanje i REM („rapid 

eye movement”) spavanje, označeno još i kao paradoksalno spavanje (Pace-Schott i 

Hobson, 2002).  
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Spavanje nije pojedinačno, homogeno stanje, već mešavina više stanja, sa veoma 

složenom regulacijom, koja uključuje aktivnost i interakciju različitih populacija 

neurona i neurotransmiterskih sistema, na različitim nivoima centralnog nervnog 

sistema (Pace-Schott i Hobson, 2002). Mehanizmi regulacije spavanja su u osnovi 

uslovljeni cirkadijalnim ritmom budnost/spavanje i cikličnim smenjivanjem NREM i 

REM faze spavanja i manifestuju se na svim nivoima biološke organizacije – od gena i 

unutarćelijskih mehanizama, do mreža neuronskih populacija u okviru centralnog 

nervnog sistema (Hobson i Pace-Schott, 2002; Pace-Schott i Hobson, 2002). 

Kompleksnost spavanja kao ponašanja ogleda se u činjenici da danas ne postoji nijedna 

definicija koja je uspela da objedini sve aspekte spavanja kao ponašanja (Šaponjić, 

2009). 

1.1.1. Elektroencefalografija i njen značaj u istraživanju spavanja 

Savremena era u istraživanju spavanja započinje otkrićem elektroencefalografije 

(EEG), metode koja beleži spontanu globalnu električnu aktivnost mozga. Standardni 

EEG podrazumeva registrovanje moždane aktivnosti sa površine glave, ali elektrode za 

registrovanje moždane aktivnosti mogu biti postavljene i na samu površinu mozga, što 

se označava kao elektrokortikografija (ECoG), ili unutar dubokih moždanih struktura.   

Osnovu električne aktivnosti mozga dominantno čine potencijali sinaptičkog 

porekla, kao i potencijali nesinaptičkog porekla. Budući da EEG zahteva odgovarajuće 

trajanje električne aktivnosti, ekscitatorni postsinaptički potencijali (EPSP) i inhibitorni 

postsinaptički potencijali (IPSP), kao potencijali polja trajanja oko 200 ms, 

omogućavaju idealne uslove za vremensku sumaciju električne aktivnosti. EEG signal 

zapravo predstavlja električnu aktivnost nastalu sumacijom EPSP i IPSP pojedinačnih 

neurona kore velikog mozga. Iako ima malu prostornu rezoluciju, prednost EEG-a kao 

klasične metode u odnosu na savremene dijagnostičke metode oslikavanja mozga, je i 

dalje veća vremenska rezolucija. Pored toga što odražava spontanu aktivnost neurona 

kore, EEG zavisi i od delovanja ushodnih projekcija poreklom iz subkortikalnih 

struktura, pre svega talamusa i retikularne formacije moždanog stabla (Dringenberg i 

Olmstead, 2003). EEG zapis pokazuje kontinuiranu ritmičku aktivnost mozga u obliku 

oscilacija amplitude 20-300 μV i frekvencije 0-100 Hz. Ova ritmična aktivnost je 

iregularna i može se opisati kroz definisane standardne frekventne opsege, čija je pojava 
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i zastupljenost karakteristična za pojedina fiziološka i patološka stanja. U EEG signalu 

čoveka definisani su sledeći frekventni opsezi (Slika 1.1., Pace-Schott i sar., 2008): 

 delta (0 – 4 Hz) – prisutan kod odraslih u toku sporotalasnog spavanja, kao i 

 kod novorođene i male dece, kod kojih tokom procesa sazrevanja progresivno 

 iščezava. U budnom stanju predstavlja znak patologije; 

teta (4 – 8 Hz) – javljaja se pri pospanosti kod dece, a kod odraslih u stanju 

emotivnog stresa; predstavlja obeležje REM faze spavanja; poseban značaj u 

ljudi ima u patološkim stanjima koja se odnose na „usporenje” alfa aktivnosti, 

kao u slučaju  redukcije cerebralnog protoka ili metaboličkih encefalopatija 

(Amzica i da Silva, 2011);   

 alfa (8 – 15 Hz) – karakteristiše normalni EEG odrasle osobe u budnom, 

 relaksiranom stanju sa zatvorenim očima, u odsustvu naprezanja i mentalne 

 aktivnosti (Bergerov talas); 

 beta (15 – 30 Hz) – povezan sa motornim ponašanjem, a javlja se i pri 

 mentalnim naporima, u stanju napetosti ili uzbuđenja i predstavlja obeležje REM 

 faze spavanja; 

 gama (> 30 Hz) – obrada i integracija različitih senzornih informacija, 

 kognitivne ili motorne funkcije (Pace-Schott i sar., 2008). 
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Slika 1.1. Tipični talasni oblici u EEG zapisu čoveka. EEG zapis električne aktivnosti 

mozga čoveka u toku različitih stanja.  

Preuzeto i modifikovano uz dozvolu izdavača Elsevier; Pace-Schott i sar., 2008; ©2008. 

 

Iako su ispitivanja električne aktivnosti mozga počela još u XIX veku, početak 

istorije savremene elektroencefalografije vezan je za nemačkog neuropsihijatra Hansa 

Bergera, koji je 1924. godine prvi zabeležio električnu aktivnost mozga čoveka u 

budnom stanju. Berger je takođe prvi opisao i dva EEG ritma: alfa ritam, poznat još i 

kao Bergerov talas, koji se javlja kod osobe u budnom, relaksiranom stanju, sa 

zatvorenim očima i beta ritam, koji se javlja kada osoba otvori oči. Zahvaljujući 

Bergeru i njegovoj metodi registrovanja električne aktivnosti mozga sa površine glave, 

definisan je EEG zapis budnosti, spavanja i spavanja sa snovima (Loomis i sar., 1935, 

1937, 1938), zatim EEG zapis pobuđenosti (Bremer, 1936; Moruzzi i Magoun, 1949; 
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Hess i sar., 1953; Hess, 1954), a takođe su definisana i četiri različita stanja u toku 

NREM spavanja (stadijumi 1–4), pri čemu su stadijumi 3 i 4 označeni kao sporotalasno 

spavanje (Dement i Kleitman, 1957). Prvi elektroencefalografski zapisi na mačkama 

nagovestili su postojanje dva različita EEG obrasca u toku spavanja (Klaue, 1937). 

Kasnija istraživanja su na osnovu EEG zapisa u mačaka definisala dve faze spavanja 

kao spavanje i „aktivno spavanje”, čime je zapravo po prvi put definisano REM 

spavanje u životinja (Dement, 1958). Upravo su ova istraživanja na eksperimentalnim 

modelima u životinja doprinela uspostavljanju veze između istovremenog postojanja 

mišićne atonije, brzih pokreta očnih jabučica („rapid eye movements” – REMs), 

visokovoltažnih šiljastih talasa u pontinskom EEG zapisu (ponto-genikulo-okcipitalni 

(PGO) talasi u čoveka, odnosno P talasi u pacova) i brze niskovoltažne aktivnosti u kori 

velikog mozga, a sve zajedno definisanih kao „paradoksalno spavanje” ili REM 

fenomen (Jouvet i sar., 1959a, 1959b). 

Elektroencefalografija kao veoma jednostavna i neinvazivna metoda i danas ima 

široku primenu, ne samo u naučnim i kliničkim istraživanjima, već i u kliničkoj praksi i 

mada pomalo zapostavljena, još uvek predstavlja veoma bogat izvor informacija 

vezanih za funkcionalno, fiziološko i patološko stanje mozga. 

1.1.2. Fiziološke karakteristike budnosti, NREM i REM spavanja 

Korišćenjem polisomnografije, koja podrazumeva elektroencefalografiju (EEG), 

elektrookulografiju (EOG) i elektromiografiju (EMG), moguće je okarakterisati kako 

budnost, tako i sva stanja u toku spavanja i to, ne samo ljudi, već i eksperimentalnih 

životinja poput mačaka, pacova i miševa.  

Budnost se karakteriše visokofrekventnom niskovoltažnom EEG aktivnošću 

mozga („aktivirani EEG”), prisustvom mišićnog tonusa u EMG-u, voljnim pokretima, 

živim, eksterno generisanim senzacijama i percepcijom, a kod čoveka i logičkim i 

progresivnim mišljenjem. 

NREM faza spavanja ljudi je podeljena na četiri stadijuma, koji se međusobno 

razlikuju po dubini spavanja. Najdublji stadijumi NREM spavanja (stadijumi 3 i 4), 

označeni još i kao sporotalasno spavanje, se odlikuju prisustvom niskofrekventog, 

visokovoltažnog delta ritma (1 – 4 Hz) u EEG zapisu. S druge strane, u EEG zapisu 
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početnih stadijuma NREM spavanja, označenih kao laki NREM, javljaju se 

karakteristična „vretena spavanja” (sigma ritam; 12 – 15 Hz) i K – kompleks talasa 

(spore oscilacije 0 – 1 Hz). Za razliku od ljudi, u životinja poput miševa, pacova i 

mačaka, NREM spavanje je podeljeno na dva stadijuma, označena kao sporotalasno 

spavanje I i II (Datta i MacLean, 2007). Za sporotalasno spavanje I karakteristično je 

prisustvo vretena spavanja u kortikalnom EEG signalu i ovo stanje je analogno NREM 

stadijumima 1 i 2 kod čoveka. Sporotalasno spavanje II, označeno još i kao delta 

spavanje, odlikuje se prisustvom niskofrekventnih oscilacija (0,1 – 4 Hz) u EEG zapisu 

i po karakteristikama odgovara NREM stadijumima 3 i 4 čoveka (Datta i MacLean, 

2007). U toku NREM faze spavanja senzacije i percepcije su smanjene ili potpuno 

odsutne, a pokreti su epizodični i nevoljni. 

REM faza spavanja, poznata još i kao paradoksalno spavanje ili REM fenomen, 

se pre svega odlikuje niskovoltažnim i visokofrekventnim oscilacijama (izrazito 

aktiviranim EEG-om) kore velikog mozga, slično kao u budnom stanju. Istovremeno, u 

hipokampalnom EEG zapisu prisutan je teta ritam (4 – 8 Hz); EOG zapis pokazuje 

visoku pojedinačnu ili grupnu aktivnost usled brzih pokreta očnih jabučica, sa 

istovremenim karakterističnim EEG zapisom označenim kao PGO talasi (ili samo P 

talasi u pacova); EMG beleži odsustvo tonusa antigravitacione muskulature, ali i fazne 

kontrakcije mišića lica i distalnih mišića ekstremiteta, a kardiovaskularne i respiratorne 

funkcije postaju iregularne. U toku REM faze spavanja senzacije i percepcije su žive ali 

interno generisane, mišljenje je nelogično i bizarno, pokreti su komandovani ali 

inhibitorni i javljaju se snovi (Datta i MacLean, 2007). REM spavanje koje se javlja u 

životinja analogno je REM spavanju ljudi (Vertes, 1984; Boeve i sar., 2007; McCarley, 

2007). 

Najveći deo onoga što se danas zna o spavanju zasnovano je na istraživanjima na 

životinjama (White, 2006), a najčešće korišćeni eksperimentalni modeli uključuju 

miševe, pacove i mačke. Spavanje kao ponašanje je prisutno u svih sisara i mada 

postoje specifične razlike, opšta organizacija spavanja kao ponašanja, kao i fiziološke 

karakteristike osnovnih faza budnosti i spavanja pokazuju veliku sličnost među 

različitim vrstama (Slika 1.2.) 
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Slika 1.2. Tipičan poligrafski zapis budnosti i spavanja različitih vrsta. Poligrafski 

zapis budnosti, NREM i REM spavanja odraslog miša, pacova, mačke i čoveka. 

Preuzeto i modifikovano uz dozvolu izdavača Elsevier; Datta i MacLean, 2007; ©2007. 

 

1.1.3. Osnovni nivoi regulacija spavanja 

Regulacija budnosti i spavanja je izuzetno složena i odvija se na više nivoa. Jedna 

od osnovnih karakteristika spavanja sisara jeste cirkadijalna ritmičnost ovog ponašanja. 

Centar kontrole cirkadijalnih ritmova je suprahijazmatsko jedro nucleus 

suprachiasmaticus (SCN) koji se nalazi u hipotalamusu (Hobson i Pace-Schott, 2002). 

Međutim, regulacija budnosti i spavanja ne podrazumeva prosto praćenje ritma 

generisanog od strane SCN jedra. Naprotiv, informacije iz ovog jedra se najpre integrišu 

sa homeostatskim informacijama iz prednjeg hipotalamusa. Potom, ova dva sistema 
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zajedno interreaguju sa sistemom za pobuđivanje, koga čine jedra zadnjeg 

hipotalamusa, bazalnog prednjeg mozga i moždanog stabla, u cilju kontrole 

započinjanja spavanja. U toku spavanja dolazi do cikličnog smenjivanja NREM i REM 

faze spavanja. Dužina i broj NREM/REM ciklusa se razlikuje među vrstama. Kod 

čoveka se prva pojava REM spavanja javlja nakon što se prethodno uspostavi 

sporotalasno NREM spavanje (stadijumi 3 i 4), što je obično oko 70 miniuta od početka 

spavanja i traje jako kratko. Nakon toga se ciklično (4 – 6 NREM/REM ciklusa u toku 

noći), na svakih 90 minuta, javljaju epizode REM spavanja i njihova dužina trajanja se 

postepeno povećava (do oko 30 minuta). Sa druge strane, NREM/REM ciklusi životinja 

su mnogo kraći, a u pacova traju svega oko 12 minuta (McCarley, 2007). Centri 

kontrole smenjivanja NREM/REM spavanja nalaze se u ponsu (Pace-Schott i Hobson, 

2002). 

Iako se decenijama pretpostavljalo da je spavanje pasivan proces i da je moždana 

aktivnost u toku spavanja veoma redukovana, otkriće REM spavanja kao i procesa 

cikličnog smenjivanja NREM i REM faze spavanja (Aserinsky i Kleitman, 1953) je 

pokazalo da je mozak veoma aktivan u toku spavanja. Čak i tokom NREM faze 

spavanja, kada u EEG-u dominiraju vretena spavanja i visokovoltažni spori talasi, 

mozak zadržava nivo aktivnosti od oko 80 % u odnosu na budno stanje (Steriade i sar., 

1999; Hobson, 2005). Dakle, spavanje je aktivno regulisani proces, a ne pasivan rezultat 

odsustva budnosti (Hobson, 2005). Mada je započinjanje NREM spavanja pasivan 

metabolički proces, održavanje NREM spavanja je takođe aktivan proces. Sa druge 

strane, započinjanje i održavnje REM spavanja je aktivan proces u kome učestvuju 

specifične populacije neurona kaudalnog srednjeg mozga i ponsa (Datta i MacLean, 

2007). 

1.1.4. Neurohemijska osnova regulacije budnosti 

Stanje budnosti predstavlja kompleksno, koordinisano ispoljavanje različitih 

oblika ponašanja, pri čemu se ta ponašanja neprestano menjaju u skladu sa promenama 

u spoljašnjoj sredini i unutrašnjosti organizma. Neuronske populacije koje kontrolišu 

nastanak budnosti se nalaze u moždanom stablu, srednjem mozgu, hipotalamusu i 

bazalnom prednjem mozgu. Aktivacija neurona ovih moždanih struktura se direktnim 

i/ili indirektnim ushodnim putevima preko talamo-kortikalnog, hipotalamo-kortikalnog 
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i/ili bazalo-kortikalnog sistema prenosi na koru velikog mozga izazivajući njenu 

aktivaciju, kao i globalnu aktivaciju čitavog mozga u cilju započinjanja i održavanja 

budnosti (Datta i MacLean, 2007). Na Slici 1.3. dat je šematski prikaz moždanih 

struktura, njihovih neuroanatomskih veza i neurotransmitera uključenih u regulaciju 

budnosti. 

Pontinski centri regulacije budnosti su noradrenergički locus coeruleus (LC) 

neuroni, serotonergički nucleus raphe dorsalis (DR) neuroni, holinergički nucleus 

pedunculopontinus tegmentalis (PPT) i nucleus tegmentum laterodorsalis (LDT) 

neuroni. Aktivnost noradrenergičkih LC i serotonergičkih DR neurona je povezana sa 

kortikalnom aktivacijom i pobuđivanjem. Naime, ovi neuroni su maksimalno aktivni za 

vreme budnosti, smanjuju svoju aktivnost od budnosti ka NREM spavanju sve do REM 

spavanja, kada nastupa tzv. „monoaminska tišina” (Hobson i sar., 1975; Datta, 1997). 

Kako su PPT i LDT holinergički neuroni recipročno i inhibitorno povezani sa 

monoaminergičkim LC i DR pontinskim neuronima (Rye, 1997), obrazac aktivnosti 

holinergičkih neurona ponsa je suprotan obrascu aktivnosti monoaminergičkih neurona. 

Naime, pontinski holinergički neuroni su najaktivniji tokom REM faze spavanja, a 

svoju aktivnost smanjuju ka budnom stanju (Hobson i sar., 1975; Lu i sar., 2006). PPT 

holinergički neuroni se direktno projektuju u mnoge subkortikalne moždane strukture 

(talamus, hipotalamus, bazalni prednji mozak, suprahijazmatsko jedro, amigdaloidno 

jedro) i preko njih aktiviraju koru velikog mozga.  
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Slika 1.3. Neurohemijska osnova regulacije budnosti. Šematski prikaz moždanih 

struktura, neurotransmitera i neuroanatomskih veza odgovornih za regulaciju budnosti. 

mPFC – medijalna prefrontalna kora velikog mozga; SCN – nucleus suprachiasmaticus; 

BF – bazalni prednji mozak; PH – posteriorni hipotalamus; TMN – nucleus 

tuberomamillaris; VTA – area tegmentalis ventralis; SNpc – nucleus substantiae 

nigrae pars compacta; DR – nucleus raphe dorsalis; LC – locus coeruleus; PPT – 

nucleus pedunculopontinus tegmentalis; MRF – formatio reticularis mesencephali; LH 

– lateralni hipotalamus; Ach – acetilholin; HA – histamin; DA – dopamin; 5-HT – 

serotonin; NA – noradrenalin; Glu – glutamat; Hcrt – hipokretin.  

Preuzeto i modifikovano uz dozvolu izdavača Elsevier; Datta i MacLean, 2007; ©2007. 

 

U regulaciji budnosti učestvuju i neuroni retikularne formacije srednjeg 

mozga, formatio reticularis mesencephali (MRF). Ovi, najverovatnije glutamatergički 

neuroni, pokazuju visok stepen aktivnosti u toku budnosti i preko svojih ushodnih 

projekcija ka talamusu, hipotalamusu i bazalnom prednjem mozgu značajno doprinse 

aktivaciji kore velikog mozga (Datta i MacLean, 2007). 

Dopaminergički neuroni nucleus substantiae nigrae (SN) i ventralnog 

tegmentalnog regiona (VTA) obimno inervišu frontalnu koru, striatum i limbičke 

regione, ali za razliku od ostalih struktura uključenih u regulaciju budnosti, njihov 

obrazac aktivnosti se ne menja sa promenama stanja u ciklusu budnost/spavanje. Ipak, 
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pored tonične aktivnosti ovih neurona, neke studije su opisale povećanje koncentracije 

dopamina za vreme budnosti, naročito u striatumu i prefrontalnoj kori (Feenstra i sar., 

2000; Datta i MacLean, 2007). 

Pored neurotransmitera neuronskih populacija moždanog stabla, u kontroli 

budnosti učestvuju i histaminergički neuroni posteriornog hipotalamusa, hipokretinski 

(oreksinski) neuroni lateralnog hipotalamusa i holinergički neuroni bazalnog prednjeg 

mozga (Datta i MacLean, 2007).  

Tuberomamilarno jedro, nucleus tuberomamillaris (TMN), glavni izvor 

histaminergičkih neurona posteriornog hipotalamusa, učestvuje u aktivaciji kore velikog 

mozga i kontroli budnosti putem eferentnih projekcija ka talamo-kortikalnom i bazalo-

kortikalnom sistemu. Naime, ovi neuroni difuzno inervišu koru velikog mozga, kao i 

strukture moždanog stabla i bazalnog prednjeg mozga koje su uključene u regulaciju 

budnosti. Histaminergički TMN neuroni su primarno aktivni u toku budnosti i 

neposredno pre buđenja (Steininger i sar., 1999; Takahashi i sar., 2006), kada je i 

vanćelijska koncentracija histamina povišena (Mochizuki i sar., 1992). Takođe, 

ekscitacija histaminergičkih TMN neurona povećava aktivaciju kore velikog mozga i 

budnost (Monti i sar., 1986), dok inhibicija ovih neurona smanjuje budnost na račun 

povećanja sporotalasnog spavanja (Sakai i sar., 1990). 

Oreksin/hipokretin neuroni lateralnog hipotalamusa (LH) se difuzno 

projektuju ka gotovo svim delovima centralnog nervnog sistema, a posebno ka jedrima 

moždanog stabla (PPT/LDT, LC, DR, SN, VTA), posteriornog hipotalamusa (TMN) i 

bazalnog prednjeg mozga, uključenim u regulaciju aktivacije kore velikog mozga i 

budnosti (Nambu i sar., 1999). Oreksin/hipokretin neuroni su najaktivniji za vreme 

budnosti, naročito u toku motorne aktivnosti i tada kroz ekscitaciju moždanih struktura 

odgovornih za regulaciju budnosti, podstiču održavanje ovog stanja. Miševi sa 

deficitom u hipokretinskom sistemu izazvanim genetskom modifikacijom ispoljavaju 

fenotip sličan narkolepsiji ljudi (Chemelli i sar., 1999; Hara i sar., 2001). 

Holinergički neuroni bazalnog prednjeg mozga (BF) su uključeni u regulaciju 

mnogih oblika ponašanja vezanih za budnost, kao što su pažnja, obrada senzornih 

informacija i učenje (Sarter i Bruno, 2000). Ovi neuroni, koji zapravo predstavljaju 
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glavni izvor holinergičke inervacije kore velikog mozga, imaju posebnu ulogu u 

regulaciji aktivacije kore, jer sa jedne strane primaju ulaze iz struktura moždanog stabla 

i hipotalamusa koje regulišu stanje budnosti, a sa druge strane se široko projektuju na 

koru velikog mozga. Pored toga, holinergički BF neuroni imaju važnu ulogu u 

hipokampalnoj i talamičkoj EEG aktivaciji (Detari, 2000). Brojni eksperimentalni 

podaci pokazuju povećanu aktivnost holinergičkih BF neurona (Detari i Vanderwolf, 

1987; Alam i sar., 1999), kao i povećanu koncentraciju acetilholina u kori velikog 

mozga i hipokampusu (Day i sar., 1991; Vazques i Baghdoyan, 2001) za vreme 

budnosti u odnosu na sporotalasno spavanje. 

Mada su dosadašnja istraživanja funkcije suprahijazmatskog jedra (SCN) 

kontradiktorna, kada je u pitanju njegova uloga u regulaciji budnosti (Tobler i sar., 

1983; Deboer i sar., 2003; Mistlberger, 2005), novija genetička istraživanja podržavaju 

hipotezu da je SCN centar kontrole ne samo cirkadijanih ritmova, već i budnosti 

(Laposky i sar., 2005). 

1.1.5. Neurohemijska osnova prelaska budnosti u spavanje 

Prelazak iz budnosti u spavanje je pasivan proces, uslovljen homeostatskom 

regulacijom koncentracije endogenih metabolita koji se akumuliraju u organizmu za 

vreme budnosti. Adenozin, gama-aminobuterna kiselina (GABA), glicin, prostaglandin 

D2 i citokini (interleukin 1 beta – IL-1β i faktor nekroze tumora alfa – TNFα) samo su 

neki od krajnjih produkata metabolizma koji se akumuliraju u mozgu za vreme 

budnosti. Koncentracija ovih metabolita zavisi od intenziteta i trajanja budnosti i onda 

kada ona dostigne kritični nivo, dolazi do smanjenja aktivnosti neuronskih sistema 

budnosti i prelaska iz budnosti u spavanje (Datta i MacLean, 2007). 

Od oko stotinak metabolita koji se akumuliraju u mozgu za vreme budnosti, 

adenozin ima poseban značaj (Radulovački, 2005). Pokazano je da vanćelijska 

koncentracija adenozina raste sa porastom neuronske i metaboličke aktivnosti za vreme 

budnosti, a opada za vreme spavanja (Porkka-Heiskanen i sar., 2000; Datta i MacLean, 

2007). U uslovima produžene budnosti (odloženo započinjanje spavanja) značajan nivo 

adenozina se akumulira u regionu bazalnog prednjeg mozga i kore velikog mozga 

(Porkka-Heiskanen i sar., 2000). Takođe, intracerebralno ubrizgavanje ili sistemska 
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administracija adenozina produžava period spavanja i povećava sporotalasnu aktivnost 

mozga pacova (Radulovacki, 1985; Ticho i Radulovacki, 1991). Noviji elektrofiziološki 

rezultati na isečku hipotalamusnog tkiva dokazali su da adenozin inhibira identifikovane 

hipokretinske neurone lateralnog hipotalamusa miševa (Liu i Gao, 2007). 

1.1.6. Neurohemijska osnova regulacije NREM spavanja 

NREM spavanje započinje aktivacijom GABAergičkih neurona ventrolateralnog 

preoptičkog jedra hipotalamusa (VLPO) (Lu i sar., 2006). Ovo jedro, koje pored 

GABAergičkih sadrži i galaninske neurone, inerviše moždane strukture uključene u 

regulaciju budnosti (TMN, LH, LC, DR, PPT/LDT). Povećana aktivnost GABAergičkih 

VLPO neurona dovodi do inhibicije neurona budnosti, kao i talamičkih relejnih 

neurona, čime se značajno redukuje prenos senzornih signala kroz talamus i uspostavlja 

sporotalasno spavanje (NREM stadijumi 3 i 4). 

Istraživanja pokazuju da pored GABAergičkih VLPO neurona potencijalnu ulogu 

u regulaciji NREM spavanja može imati i oslobađajući faktor hormona rasta (GHRF). 

Sinteza GHRF hormona je maksimalna za vreme sporotalasnog spavanja kada 

aktivirajući GABAergičke VLPO neurone pojačava dubinu i trajanje NREM spavanja 

(Obal i Krueger, 2004; Datta i MacLean, 2007).  

Na Slici 1.4. dat je šematski prikaz moždanih struktura i neurotransmitera, 

uključenih u regulaciju NREM spavanja. 
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Slika 1.4. Neurohemijska osnova regulacije NREM spavanja. Šematski prikaz 

moždanih struktura i neurotransmitera odgovornih za regulaciju NREM spavanja. 

mPFC – medijalna prefrontalna kora velikog mozga; AH – anteriorni hipotalamus; POA 

– preoptički region; SCN – nucleus suprachiasmaticus; BF – bazalni prednji mozak; PH 

– posteriorni hipotalamus; TMN – nucleus tuberomamillaris; VTA – area tegmentalis 

ventralis; SNpc – nucleus substantiae nigrae pars compacta; DR – nucleus raphe 

dorsalis; LC – locus coeruleus; PPT – nucleus pedunculopontinus tegmentalis; MRF – 

formatio reticularis mesencephali; LH – lateralni hipotalamus; Ach – acetilholin; HA – 

histamin; DA – dopamin; 5-HT – serotonin; NA – noradrenalin; Glu – glutamat; Hcrt – 

hipokretin; GABA – gama-aminobuterna kiselina; Gal – galanin.  

Preuzeto i modifikovano uz dozvolu izdavača Elsevier; Datta i MacLean, 2007; ©2007. 

 

1.1.7. Neurohemijska osnova regulacije REM spavanja 

U toku spavanja, NREM i REM faza se ciklično smenjuju. Regulacija cikličnog 

pojavljivanja REM spavanja, kao i nastajanja pojedinačnih REM fenomena je izuzetno 

složena i podrazumeva aktivnost različitih neuronskih populacija moždanog stabla 

(Pace-Schott i Hobson, 2002). 
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Stari recipročni interaktivni model regulacije REM spavanja (Slika 1.5.) isticao 

je značaj recipročnih veza i inhibitornih interakcija holinergičkih (PPT i LDT) i 

monoaminergičkih (LC i DR) neurona. 

 

 

Slika 1.5. Recipročno-interaktivni model regulacije REM spavanja. (A) Nivo 

aktivacije koji pokazuje smenu NREM i REM faze spavanja i dinamički model 

aktivnosti neurona „REM – uključivača” (REM – on) i „REM – isključivača” (REM – 

off) u pontinskim jedrima. (B) Recipročno-interaktivni model regulacije REM spavanja 

(prema: Hobson i sar., 1975). DR – nucleus raphe dorsalis; LC – locus coeruleus; PPT 

– nucleus pedunculopontinus tegmentalis; LDT – nucleus tegmentum laterodorsalis; 

MRF – formatio reticularis mesencephali; Ach – acetilholin; 5-HT – serotonin; NA – 

noradrenalin; Glu – glutamat. 

Preuzeto i modifikovano uz dozvolu izdavača Mcmillan Publishers Ltd; Nature; Pace-

Schott i Hobson, 2002; ©2002. 

 

Prema ovom modelu, holinergički PPT i LDT neuroni su definisani kao „REM – 

uključivači” („REM – on” neuroni) koji mogu biti inhibirani ili dezinhibirani od strane 
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monoaminergičkih LC i DR neurona, koji su definisani kao „REM – isključivači” 

(„REM – of” neuroni) (McCarley i Hobson, 1975). Osnovu modela činili su rezultati 

anatomskih i elektrofizioloških studija. Anatomske studije su potvrdile postojanje 

recipročne veze holinergičkih (PPT i LDT) i monoaminergičkih (LC, DR) neurona 

(Losier i Semba 1993; Rye, 1997), dok su elektrofiziološke studije pokazale recipročnu 

prirodu aktivnosti ovih neurona (Hobson i sar., 1975; McGinty i Harper, 1976; Lydic, 

1987). Naime, za vreme budnosti, aminergički sistem moždanog stabla je aktivan i 

inhibira neurone pontinskog holinergičkog sistema. Tokom NREM spavanja 

aminergička inhibicija se smanjuje, dok holinergička ekscitacija raste. Za vreme REM 

spavanja aminergička inhibicija je potpuno ukinuta, a holinergički PPT/LDT neuroni su 

maksimalno aktivni. 

Aktuelni model regulacije nastajanja i ciklične pojave REM spavanja (Slika 1.6.) 

nazvan je „flip-flop” model, po analogiji sa prekidačem strujnog kola (Lu i sar., 2006). 

Naime, selektivne lezije holinergičkih i monoaminergičkih pontinskih jedara, koja su 

prema starom recipročno-interaktivnom modelu regulacije REM spavanja bila 

definisana kao „REM – uključivači”, odnosno „REM – isključivači” su imale veoma 

malo efekta na REM spavanje (Lu i sar., 2006). Ovo je sugerisalo da neke druge 

neuronske mreže regulišu ulazak i izlazak iz REM spavanja. Da bi se identifikovala 

neuronska mreža uključena u regulaciju REM spavanja, najpre je obeleženo mesto 

konvergencije dva nishodna puta, koja polaze iz hipotalamusa, a važna su u regulaciji 

budnosti i spavanja: (1) projekcije oreksin/hipokretin LH neurona koje su ekscitatorne i 

neaktivne za vreme REM spavanja (Mileykovskiy i sar., 2005) i (2) projekcije 

GABA/galanin VLPO neurona koji su inhibitorni i aktivni za vreme REM spavanja (Lu 

i sar., 2002). Pretpostavljeno je (Lu i sar., 2006) da oreksin/hipokretin LH neuroni 

ekscitiraju, a GABA/galanin VLPO neuroni inhibiraju „REM – isključivač” region. 

Nishodne projekcije ovih neurona konvergiraju u regionu mezopontinskog tegmentuma, 

tačnije u ventrolateralnom delu periakveduktalne sive mase (vlPAG) i 

laterodorzalnom pontinskom tegmentumu (LPT) i ove neuronske populacije su 

definisane kao „REM – isključivač” region. Selektivne lezije ovog regiona su izazvale 

dvostruko povećanje broja i trajanja REM faze spavanja, čime je određena uloga ovih 

struktura u regulaciji REM spavanja (Lu i sar., 2006). Kada su za vreme ovog izazvanog 

povećanja REM spavanja anterogradno obeležene projekcije „REM – isključivač” 
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regiona (vlPAG i LPT) uz istovremeno detektovanje povećane ekspresije c-Fos proteina 

(visok nivo neuronske aktivnosti), identifikovane su intenzivne projekcije (veze) i 

definisan „REM – uključivač” region koji čine nucleus sublaterodorsalis (SLD) i 

precoeruleus region (PC). Imunohistohemijski je pokazano da su i „REM – 

uključivač” i „REM – isključivač” GABAergičke neuronske populacije. 

 
Slika 1.6. „Flip-flop” model regulacije REM spavanja. Šematski prikaz regulacije 

REM spavanja prema „flip-flop” modelu sa međusobno inhibitornim „REM – 

uključivač” i „REM – isključivač” regionima. VLPO – ventrolateralni preoptički region; 

LH – lateralni hipotalamus; vlPAG – ventrolateralna periakveduktalna siva masa; LPT – 

laterodorzalni pontinski tegmentum; PC – precoeruleus region; SLD – nucleus 

sublaterodorsalis; DR – nucleus raphe dorsalis; LC – locus coeruleus; PPT – nucleus 

pedunculopontinus tegmentalis; LDT – nucleus tegmentum laterodorsalis. 

Preuzeto i modifikovano uz dozvolu izdavača Mcmillan Publishers Ltd; Nature; Lu i 

sar., 2006; ©2006. 

 

Na osnovu ovih elektrofizioloških i imunohistohemijskih eksperimenata (Lu i sar., 

2006) je u celini definisan REM „prekidački sistem” i postavljena „flip-flop” teorija 

regulacije nastajanja REM spavanja. Po ovoj teoriji REM „prekidački sistem” je 

sastavljen od dve grupe GABAergičkih neurona koji međusobno interreaguju i jedan 

drugog inhibiraju. Oreksin/hipokretin LH neuroni ekscitiraju, dok GABA/galanin 

VLPO neuroni inhibiraju „REM isključivač” region.  Takođe, po „flip-flop” teoriji i 

monoaminergički i holinergički neuroni moždanog stabla su uključeni u regulaciju 

REM spavanja, ali kao ekscitatorni (LC, DR neuroni) i inhibitorni (PPT, LDT neuroni) 

modulatori „REM isključivač” regiona (Lu i sar., 2006). 
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1.1.8. Funkcija spavanja 

I pored obimnih istraživanja nauka još uvek nema odgovor na pitanje šta je 

zapravo funkcija spavanja. Činjenica je da spavanje nije univerzalno ponašanje sa istom 

vitalnom funkcijom kod svih vrsta. Kvalitet, intenzitet i funkcija spavanja se pre svega 

razlikuju između vrsta, a i u okviru jedne vrste se menjaju tokom razvoja i starenja 

(Siegel, 2008). 

Klasične studije deprivacije spavanja u pacova ukazuju da se možda radi o obliku 

konstitutivnog ponašanja neophodnog za preživljavanje, obzirom da trajne fiziološke 

promene i promene u ponašanju, nastale usled dugotrajne (2-3 nedelje) deprivacije 

spavanja (70-90 % redukovano spavanje), na kraju dovode do smrti životinja 

(Rechtschaffen i Bergmann, 2002). Međutim, kod nekih drugih vrsta, poput miševa ili 

golubova, deprivacija spavanja izaziva tipične fiziološke promene (povećana telesna 

temperatura, povećan unos hrane praćen progresivnim gubitkom težine), ali nema 

letalan efekat (Newman i sar., 2009). Nedostatak spavanja kod ljudi izaziva pospanost, a 

homeostatski mehanizmi detektuju povećanu potrebu za spavanjem koja se nadoknađuje 

povećavanjem sporotalasnog spavanja (Siegel, 2008). Za razliku od ljudi, pacov 

nedostatak spavanja nadoknađuje povećanjem REM spavanja (Rechtschaffen i 

Bergmann, 2002; Siegel, 2008). Deprivacija spavanja je uvek praćena produženim 

spavanjem, kao nadoknadom produžene budnosti, koje je proporcionalno trajanju 

deprivacije (Saper i sar., 2005). 

Eksperimentalni dokazi govore o tome da spavanje, a naročito REM spavanje, 

može imati ulogu u razvoju i sazrevanju mozga (Garcia-Rill i sar., 2008). U odnosu na 

odraslog čoveka, novorođenče ne samo da spava duže, već i veći deo njegovog spavanja 

čini REM spavanje (oko 50 % u odnosu na 25 % kod odraslog čoveka). Podaci o EEG 

aktivnosti preveremeno rođenih beba, kao i „in utero” moždanoj aktivnosti, pokazuju 

da REM spavanje dominira u 26. nedelji gestacije, nakon čega se sve do kraja života 

povećava trajanje budnosti i to u najvećoj meri na račun smanjenja vremena provedenog 

u REM spavanju (Garcia-Rill i sar., 2008). U pacova, uspostavljanje odnosa između 

budnosti, NREM i REM spavanja se dešava u periodu od 10-30 dana starosti, kada se 

udeo REM spavanja smanjuje sa 75 % koliko je bio na rođenju, na oko 15 % (Jouvet-

Mounier i sar., 1970). Smatra se da REM spavanje ima ulogu da usmeri proces 
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sazrevanja mozga tako što obezbeđuje endogenu aktivaciju neurona u vreme kada nema 

egzogene aktivacije ili je ona slaba (Garcia-Rill i sar., 2008). Na taj način intrauterino 

REM spavanje doprinosi uspostavljanju sinaptičkih veza, a visokofrekventna aktivacija 

u vidu PGO talasa iz moždanog stabla, koji se javljaju za vreme REM spavanja, 

doprinosi razvoju talamo-kortikalnih puteva (Garcia-Rill i sar., 2008). 

Neki autori sugerišu da bi REM spavanje moglo imati ulogu u memoriji, 

smatrajući da snovi brišu nepotrebnu memoriju tako što inhibiraju senzorne informacije 

i vrše supresiju pokreta (Crick i Mitchison, 1983). Drugi autori smatraju da REM 

spavanje ima ulogu u konsolidaciji memorije i da interakcije između neokorteksa i 

hipokampusa za vreme spavanja doprinose memorisanju informacija dobijenih u toku 

dana (Buzsaki, 1996; Skaggs i McNaughton, 1996). 

Takođe, brojni eksperimentalni dokazi govore o vezi između spavanja i gojaznosti 

(Vgontzas i sar., 1998; Resta i sar., 2003; Bixler i sar., 2005). Istraživanja na miševima 

pokazuju da je dužina spavanja povezana sa težinom i da raste sa porastom, a opada sa 

gubitkom težine miševa (Guan i sar., 2008). Smanjeni nivo oreksina, važnog medijatora 

budnosti, povezan je sa gojaznošću, prekomernim dnevnim spavanjem i narkolepsijom 

(Kok i sar., 2003; Sakurai, 2005). 

1.2.  Holinergički sistem mozga sisara 

Acetilholin je široko rasprostranjen u nervnom sistemu i ima brojne funkcije. 

Naime, holinergički sistem mozga ima ulogu u razvoju kore velikog mozga (Sarter i 

Bruno, 2004), njenoj aktivnosti (Dringenberg, 2000), kontroli cerebralnog krvotoka 

(Schliebs i Arendt, 2006), homeostazi budnosti i spavanja (Kaur i sar., 2008), motornoj 

kontroli (Nishino i sar., 1995), kao i kognitivnim procesima, učenju i memoriji 

(Szymusiak, 1995). 

U mozgu sisara postoje dva osnovna izvora holinergičke inervacije, sastavljena od 

dve funkcionalno različite grupe neurona: holinergički sistem neurona bazalnog 

prednjeg mozga i holinergički sistem neurona moždanog stabla (Semba, 1993; Semba 

and Fibiger, 1989; Rye, 1997). 
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1.2.1. Nucleus basalis (NB) kao glavni kortikalni izvor holinergičke 

inervacije velikog mozga 

Holinergički sistem bazalnog prednjeg mozga (Slika 1.7.), koji čine nucleus basalis 

(NB), substantia innominata i stria diagonalis, predstavlja glavni izvor holinergičke 

inervacije kore velikog mozga (Schliebs i Arendt, 2006). Ovaj holinergički sistem, sa 

NB jedrom, kao dominantnim izvorom holinergičke inervacije kore velikog mozga, ima 

važnu ulogu u aktivaciji kore velikog mozga i homeostazi spavanja (Dringenberg i 

Olmstead, 2003). Naime, holinergički neuroni bazalnog prednjeg mozga predstavljaju 

rostralnu komponentu uzlaznog aktivirajućeg sistema (Sarter i sar., 2009) i imaju ulogu 

u generisanju visokofrekventnih EEG ritmova i aktivaciji kore velikog mozga, kako za 

vreme budnosti, tako i za vreme REM faze spavanja (Dringenberg i Olmstead, 2003). 

Elektrofiziološke studije su pokazale da obrazac aktivnosti neurona bazalnog prednjeg 

mozga odgovara EEG promenama: stimulacija ovih neurona dovodi do EEG aktivacije, 

dok njihova inhibicija dovodi do EEG deaktivacije (Cape i Jones, 2000). Takođe, 

koncentracija acetilholina u kori velikog mozga je povećana za vreme budnosti, a 

naročito za vreme REM spavanja (Vazquez i Baghdoyan, 2001; Jones, 2003). 

 

 

Slika 1.7. Holinergički sistem neurona bazalnog prednjeg mozga. Aferentno-

eferentne veze holinergičkog sistema bazalnog prednjeg mozga i velikog mozga. BF – 

bazalni prednji mozak; PFC – prefrontalni region kore velikog mozga; NAc – nucleus 

accumbens; VTA – area tegmentalis ventralis; ACh – acetilholin; DA – dopamin; Glu – 

glutamat; GABA – gama-aminobuterna kiselina. 

Preuzeto uz dozvolu izdavača Mcmillan Publishers Ltd; Nature; Sarter i sar., 2009; 

©2009). 
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Projekcije NB neurona ka kori velikog mozga nisu difuzne, već pokazuju visoku 

specifičnost (Fournier i sar., 2004), kako prema modalitetu (ulazna specifičnost, 

aktivacija od strane specifičnih aferentnih veza), tako i prema regionu (izlazna 

specifičnost, projekcija ka određenom regionu mozga). Mada projekcije holinergičkih 

NB neurona prožimaju sve slojeve kore velikog mozga, pojedinačni NB neuroni 

inervišu relativno male delove kore velikog mozga, ne veće od 1-2 mm u prečniku. Na 

ovaj način, različite populacije NB neurona imaju mogućnost modulacije različitih 

regiona kore velikog mozga (Schliebs i Arendt, 2006).  

Pokazano je da holinergički neuroni bazalnog prednjeg mozga podležu 

degenerativnim promenama tokom starenja. Degenerativne promene poput atrofije 

ćelija, smanjene aktivnosti acetilholin-transferaze i umerenog deficita holinergičkih 

neurona, uočene u ljudi i životinja (Schliebs i Arendt, 2006), uzrok su holinergičke 

hipofunkcije koja je povezana sa progresivnim kognitivnim poremećajima u starenju 

(Schliebs i Arendt, 2006, 2011). Na osnovu ove povezanosti, postavljena je 

„holinergička hipoteza” o poremećajima pamćenja u starosti i Alchajmerovoj bolesti 

(AB). Pored AB, degeneracija holinergičkih neurona bazalnog prednjeg mozga se javlja 

i kod drugih neurodegenerativnih bolesti sa demencijom kao jednim od simptoma, 

poput Parkinsonove bolesti (PB) i demencije sa Luvijevim telašcima (Schliebs i Arendt, 

2006). 

1.2.2. Nucleus pedunculopontinus tegmentalis (PPT) kao glavni talamo-

kortikalni izvor holinergičke inervacije velikog mozga 

 

Holinergički sistem neurona moždanog stabla (Slika 1.8.) čini nucleus 

pedunculopontinus tegmentalis (PPT), koji zajedno sa nucleus tegmentum 

laterodorsalis (LDT), inerviše talamus, a indirektno preko talamusa i koru velikog 

mozga, čineći na taj način glavni talamo-kortikalni izvor holinergičke inervacije velikog 

mozga. 

PPT je heterogena struktura, sastavljena od holinergičkih i neholinergičkih 

(glutamatergičkih i GABAergičkih) neurona organizovanih u dva dela: dorzolateralni, 

kaudalni deo jedra sa gusto grupisanim neuronima – PPT pars compacta (dominantno 

holinergički neuroni) i rostro-medijalni deo u kome su neuroni više difuzno raspoređeni 

– PPT pars dissipata (dominantno glutamatergički neuroni). Naime holinergički 
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neuroni čine oko 50 % ukupnog broja PPT neurona, a oko 40 % svih PPT neurona se 

nalazi u okviru pars compacta dela PPT jedra, pri čemu 90 % ovih neurona čine 

holinergički neuroni. Sa druge strane, u PPT pars dissipata delu, holinergički neuroni 

čine 25-50 % populacije neurona ovog dela jedra (Rye, 1997; Jenkinson i sar., 2009; 

Alam i sar., 2011). 

 
Slika 1.8. Holinergički sistem neurona moždanog stabla. Eferentne projekcije 

holinergičkih neurona moždanog stabla. PPT – nucleus pedunculopontinus tegmentalis; 

LDT – nucleus tegmentum laterodorsalis; DR – nucleus raphe dorsalis; LC – locus 

coeruleus; SN – nucleus substantiae nigrae; MRF – formatio reticularis mesencephali; 

LH – lateralni hipotalamus; NB – nucleus basalis; SI – substantia innominata; MS – 

medial septum;  hDB/vDB – stria diagonalis.  

Preuzeto i modifikovano uz dozvolu izdavača Elsevier; Woolf, 1991; ©1991. 

 

 

PPT ima važnu ulogu u regulaciji REM faze spavanja (McCarley i Hobson, 1975; 

Lu i sar., 2006), pobuđivanju (Bringmann, 1995; Datta i Siwek, 1997; Rye, 1997; Datta 

i MacLean, 2007), kontroli disanja (Lydic i Baghdoyan, 1993; Šaponjić i sar., 2003, 

2005a, 2005b, 2006), motornoj kontroli (Takakusaki i sar., 2004). PPT predstavlja 

glavnu strukturu odgovornu za kontrolu celokupnog REM fenomena, uključujući i 

motornu kontrolu tokom REM faze spavanja i svaka pojedinačna komponenta REM 

fenomena, nastala kao rezultat aktivnosti različitih neuronskih populacija i 

subpopulacija moždanog stabla, može biti izazvana i modulisana aktivacijom PPT jedra 

(Garcia-Rill, 1991; Rye, 1997; Datta i MacLean, 2007). Anatomske studije potvrđuju 

centralnu ulogu PPT jedra u kontroli REM fenomena: svaka individualna neuronska 
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populacija moždanog stabla odgovorna za generisanje nekog od REM fenomena 

(aktivacija kore velikog mozga, teta ritam, mišićna atonija, disregulacija disanja i/ili 

srčanog ritma) prima aferentna vlakna iz PPT jedra (Semba, 1993; Rye, 1997). 

Aksoni individualnih holinergičkih PPT neurona su izuzetno razgranati i inervišu 

različite regione mozga. Ushodne projekcije ovih neurona idu dominantno ka talamusu, 

gde divergiraju u dve grane. Dorzalna grana eferentnog puta iz moždanog stabla 

inerviše talamus, a ventralna grana nastavlja pored hipotalamusa ka bazalnom prednjem 

mozgu (Losier i Semba, 1993; Steriade, 2000). Anatomske i elektrofiziološke studije 

pokazuju da je uticaj bazalnog prednjeg mozga i talamusa na kortikalnu aktivaciju pod 

snažnom modulatornom kontrolom eferentnih vlakana srednjeg mozga i moždanog 

stabla (Losier i Semba, 1993; Steriade, 2000). Projektujući se i ka bazalnom prednjem 

mozgu i ka talamusu, PPT ostvaruje ulogu glavnog kontrolnog relejnog jedra, 

odgovornog za integraciju funkcija oba holinergička sistema (kortikalnog, ekstra-

talamičkog BF sistema i talamo-kortikalnog PPT sistema) i njihovog uticaja na 

aktivaciju kore velikog mozga (Sarter i Bruno, 2000; Dringenberg i Olmstead, 2003). Sa 

druge strane, nishodne projekcije holinergičkih PPT neurona inervišu pontinsku 

retikularnu formaciju i nastavljaju ka dorzolateralnom tegmentumu gde divergiraju i 

difuzno inervišu medularnu retikularnu formaciju i učestvuju u regulaciji mišićnog 

tonusa (Rye, 1997).  

Bazalne ganglije su takođe povezane sa REM regulatornim strukturama u regionu 

mezopontinskog tegmentuma gde se preklapaju sa neuronskim mrežama zaduženim za 

regulaciju hoda (Rye, 1997). Naime, PPT ostvaruje recipročne veze sa izlaznim jedrima 

bazalnih ganglija (globus pallidus internus – GPi i nucleus substantiae nigrae pars 

reticulata – SNpr) i ova recipročna veza je od izuzetne važnosti za fiziološku funkciju i 

bazalnih ganglija i PPT jedra. Pored uloge u kontroli posturalnog tonusa (Takakusaki i 

sar., 2004), PPT ima ulogu u regulaciji aktivnosti bazalnih ganglija i istovremeno 

predstavlja relejno jedro, kroz koje bazalne ganglije ostvaruju vezu sa kičmenom 

moždinom (Mena-Segovia i sar., 2004). Upravo zbog ove strukturne i funkcionale 

međuzavisnosti, poremećaji funkcije bazalnh ganglija utiču na PPT i obrnuto, što se 

manifestuje motornim poremećajima, kao u slučaju PB neuropatologije. 
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Holinergički PPT neuroni mogu biti ozbiljno ugroženi u PB neuropatologiji. 

Degeneracija PPT holinergičkog sistema, kao i smanjena aktivnost acetilholin esteraze 

(AchE) na nivou talamusa, povezana je sa neurodegenerativnim bolestima iz grupe 

sinukleinopatija i promenama u toku REM faze spavanja (Boeve i sar., 2007). 

1.3.  Neurodegeneracija i holinergički sistem u  neurodegeneraciji 

Progresivna disfunkcija i odumiranje nervnih ćelija predstavljaju najčešće 

karakteristike neurodegenerativnih bolesti koje se javljaju u humanoj populaciji. 

Klinička slika ovih bolesti je specifična i zavisi od regiona mozga zahvaćenog 

neurodegenerativnim promenama. Iako se klinički simptomi javljaju kao posledica 

selektivnog gubitka specifičnih populacija neurona, smatra se da patologija počinje 

konformacionim promenama specifičnih proteina, zbog čega oni gube svoju fiziološku 

funkciju i postaju toksični (Spillantini i Geodert, 2013). Solubilne forme proteina usled 

patoloških promena postaju nesolubilne i sklone agregaciji. Akumulacija patoloških 

formi proteina se najpre javlja samo u određenim regionima mozga, u ćelijama koje su 

posebno podložne tome (lokalna disfunkcija), a kasnije se širi i na druge moždane 

strukture. 

Većina neurodegenerativnih bolesti se karakteriše unutarćeljskim i/ili 

vanćelijskim inkluzijama specifičnih proteina, zbog čega se ove bolesti označavaju još i 

kao proteinopatije (Bayer, 2013). Na osnovu patologije proteina moguće je razlikovati 

dve grupe neurodegenerativnih bolesti:  

- tautopatije – karakteriše ih prisustvo agregacija hiperfosforilisanog tau 

proteina; ovde spadaju Alchajemerova bolest (AB), frontotemporalna demencija, 

kortikobazalni sindrom, progresivna supranuklearna paraliza; 

- sinukleinopatije – karakteriše ih prisustvo agregacija proteina α-sinukleina, 

ovde spadaju Parkinsonova bolest (PB), demencija sa Luvijevim telašcima  (DLB), 

multipla sistemska atrofija (MSA). 

Alchajemerova bolest (AB) i Parkinsonova bolest (PB) su najčešće 

neurodegenerativne bolesti starenja. Njihova prevalenca iznosi 0,5-1 % i uvećava se 

nakon 69. godine starosti na 1-3 % u slučaju PB, odnosno i do 50 % u slučaju AB 

(Nussbaum i Ellis, 2003). AB i PB podrazumevaju selektivan gubitak specifičnih 
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populacija neurona, uključujući i holinergičke neurone. Progresivan gubitak memorije u 

slučaju AB je povezan sa holinergičkom hipofunkcijom i degeneracijom holinergičkih 

neurona bazalnog prednjeg mozga (Schliebs i Arendt, 2011). Sa druge strane, iako 

osnovu PB patologije čini deficit dopaminergičkog sistema i holinergički sistem 

moždanog stabla može biti ugrožen ovom patologijom (Kotagal i sar., 2012a, 2012b). 

Intenzivna, kako bazična, tako i klinička istraživanja u ovoj oblasti imaju za cilj 

razjašnjavanje etiologije i bolje razumevanje mehanizama neurodegenerativnih bolesti. 

Međutim, i pored svih akumuliranih znanja, neurodegenerativne bolesti i dalje ostaju 

neizlečive, a jedina mogućnost koju pruža savremena medicina je privremeno 

ublažavanja simptoma i to sa ograničenim uspehom. 

1.3.1. Alchajmerova bolest (AB) 

Alchajmerova bolest (AB) je progresivna, neurodegenerativna bolest, koja 

predstavlja najčešći uzrok demencije u starosti i okarakterisana je kao „poremećaj 

holinergičke inervacije kore velikog mozga”. Pokazano je da holinergički neuroni 

bazalnog prednjeg mozga, pre svega holinergički NB neuroni, podležu degenerativnim 

promenama tokom starenja, a rezultujuća holinergička hipofunkcija povezana je sa 

progresivnim kognitivnim deficitom (Schliebs i Arendt, 2011). Korelacija holinergičkog 

deficita i rezultata kognitivnih testova pokazuje da kognitivni poremećaji postaju 

uočljivi tek nakon deficita holinergičkih neurona od 30 % (Schliebs i Arendt, 2006). 

Savremene pozitron emisiono tomografske (PET) studije ljudi potvrđuju deficit 

holinergičke inervacije kore velikog mozga, ali ne i talamusa, detektujući smanjenu 

aktivnost AchE kod AB pacijenata (Herholz i sar., 2007; Kotagal i sar., 2012b) i 

povezuju ga sa progresivnim kognitivnim deficitom (Bohnen i sar., 2005). Dakle, AB 

nije posledica generalizovanog holinergičkog deficita, već selektivne holinergičke 

denervacije kore velikog mozga (Bohnen i Albin, 2011). 

Osnovne histopatološke karakteristike AB su vanćelijske inkluzije amiloid-β 

proteina u vidu plakova i unutarćelijske inkluzije, nastale agregacijom 

hiperfosforilisanog tau-proteina, u vidu neurofibrilarnih čvorića (Giannakopoluos i sar., 

2009).  
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Holinergički neuroni bazalnog prednjeg mozga takođe podležu patologiji tau-

proteina i pretpostavlja se da bi to mogao biti uzrok poremećaja funkcije holinergičkog 

sistema (Schliebs i Arendt, 2006). Deficit kortikalnih holinergičkih neurona je 

zabeležen u kasnijim fazama AB, dok se u pacijenata sa blagim kognitivnim 

poremećajem ili pacijenata koji se nalaze u ranoj fazi bolesti ne detektuje gubitak 

holinergičkih BF neurona već gubitak funkcije ovih neurona (Schliebs i Arendt, 2011). 

Smatra se da bi patološke promene, poput smanjenja ekspresije pojedinih gena, 

narušeniih ćelijskih signalnih puteva i citoskeletnog transporta, nastale usled patologije 

tau-proteina, pre svega mogle biti uzrok disfunkcije i atrofije, a vremenom i 

neurodegeneracije holinergičkih neurona (Schliebs i Arendt, 2006). 

Poremećaj kortikalne holinergičke inervacije u ranim fazama AB može se donekle 

farmakološki nadomestiti upotrebom AchE inhibitora ili agonista muskarinskih 

acetilholinskih receptora, a u izvesnoj meri i usporiti progresija holinergičkog deficita 

(Martinez i sar., 2009). 

1.3.2. Parkinsonova bolest (PB) 

Iako tradicionalno viđena kao motorni poremećaj izazvan degeneracijom 

dopaminergičkog sistema nucleus substantiae nigrae (SN), Parkinsonaova bolest (PB) 

se danas opisuje kao multisistemska neurodegenerativna bolest (Boeve 2013; Raggi i 

sar., 2013), koja pored dopaminergičkog podrazumeva i patologiju drugih 

neurotransmiterskih sistema, poput holinergičkog (nucleus basalis – NB, nucleus 

pedunculopontinus tegmentalis – PPT; nucleus tegmentum laterodorsalis – LDT), 

serotonergičkog (nucleus raphe dorsalis – DR) i noradrenergičkog (locus coeruleus – 

LC). Klinička manifestacija bolesti podrazumeva motorne poremećaje poput rigidnosti, 

tremora, bradikinezije i posturalne nestabilnosti koji su posledica deficita dopamina 

izazvanog degeneracijom neurona nucleus supstantiae nigrae. Međutim, pored 

motornih, bolest karakterišu i brojni ne-motorni, kognitivni poremećaji (poremećaji 

pažnje i koncentracije, poremećaji u učenju i memoriji, demencija), autonomni 

poremećaji (ortostatička hipotenzija, konstipacija, urinarna inkontinencija, redukovana 

olfaktorna funkcija), psihološki i poremećaji u ponašanju (depresija, anksioznost, 

apatija, vizuelne halucinacije), kao i poremećaji u ciklusima budnost-spavanje 

(poremećaji ponašanja u toku REM faze spavanja, hipersomnija, insomnija) (Boeve, 
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2013). Ovi ne-motorni simptomi nastaju kao posledica deficita acetilholina, serotonina i 

noradrenalina izazvanih degeneracijom odgovarajućih moždanih struktura (strukture 

bazalnog prednjeg mozga, pontinska holinergička jedra PPT i LDT, locus coeruleus, 

nucleus raphe dorsalis, limbički sistem, neokorteks) (Boeve, 2013). 

Za razliku od tipičnih motornih simptoma parkinsonizma (klinička manifestacija 

bolesti), koji se javljaju u kasnoj fazi neurodegeneracije dopaminergičkog sistema 

(deficit dopaminergičkih neurona od 80 %), subklinički simptomi, a naročito poremećaj 

ponašanja u toku REM spavanja, se često javljaju znatno ranije i mogu prethoditi 

motornim poremećajima nekoliko godina ili decenija (Boeve i sar., 2007; Withwell i 

sar., 2007; Simic i sar., 2009). 

Histopatološki, PB se karakteriše abnormalnom akumulacijom proteina α-

sinukleina u vidu inkluzija označenih kao Luvijeva telašaca i Luvijevi neuriti, što ovu 

bolest svrstava u posebnu grupu neurodegenerativnih bolesti („Lewy body disease” – 

LBD), odnosno sinukleinopatija. Pojava inkluzija, kao i njihova progresija ima 

određenu topografsku i vremensku pravilnost prema Braak hipotezi (Braak i sar. 2003). 

Naime, Braak i sar. (2003) su definisali sistem na osnovu koga je moguće pratiti 

progresiju neuropatoloških promena i kliničke manifestacije PB, upravo na osnovu te 

topografske i vremenske sekvence pojave i progresije patologije proteina α-sinukleina. 

Prema Braak-ovom sistemu, PB neuropatologija počinje u olfaktornim strukturama i 

produženoj moždini (faza 1), odakle se ascedentno širi ka strukturama moždanog stabla 

(faze 2-3), da bi u kasnijim fazama (faze 4-6) zahvatila i bazalne ganglije, strukture 

limbičkog sistema kao i neokorteks. 

Humane PET studije ukazuju na jasnu povezanost kortikalne i subkortikalne 

(talamo-kortikalne) holinergičke denervacije sa kognitivnim i motornim deficitom kod 

pacijenata sa PB (Kotagal i sar., 2012b). Takođe, degeneracija holinergičkih PPT 

neurona je povezana sa poremećajima ponašanja u toku REM spavanja (Kotagal i sar., 

2012a), kao i sa poremećajima u hodu i ravnoteži, uključujući i česte padove kod PB 

pacijenata (Bohnen i sar., 2009; Bohnen i Albin, 2011). 
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1.4.  Poremećaji ponašanja u toku REM faze spavanja u 

 neurodegeneraciji 

Poremećaji ponašanja u toku REM faze spavanja („REM sleep behaviour 

disorder” - RBD) predstavljaju jedinstven oblik poremećaja spavanja koji se karakteriše 

gubitkom mišićne atonije i izraženom, kompleksnom motornom aktivnošću u vidu 

nevoljnih, najčešće odbrambenih ili agresivnih pokreta, koji su često povezani sa 

neprijatnim snovima i reflektuju njihov sadržaj (Schenck i Mahowald., 2002; Iranzo i 

sar., 2006; Postuma i sar., 2012). Klinička dijagnoza RBD-a se zasniva na 

polisomnografskom nalazu koji beleži gubitak atonije skeletne muskulature, kao i 

izražene, kako fazne, tako i tonične kontrakcije mišića, uz potvrdu (istorija bolesti ili 

video snimak u toku polisomnografije) o postojanju abnormalne motorne aktivnosti u 

toku REM faze spavanja (The International Classification of Sleep Disorders, 2005). 

RBD zapravo predstavlja kompleksan poremećaj koji se može manifestovati u 

različitim uslovima. RBD može biti idiopatski, kada predstavlja primarno oboljenje i 

simptomatski, kada se javlja kao posledica neke druge, već prisutne patologije. Iako 

može biti izazvan farmakološki (Postuma i sar., 2012), RBD se najčešće javlja kao 

posledica strukturnih lezija u regionu srednjeg mozga i moždanog stabla (Boeve i sar., 

2007; Sapin i sar., 2009; Luppi i sar., 2011). RBD može biti povezan sa tumorima ili 

moždanim udarom u regionu pontomedularnog žleba (Boeve i sar., 2007), 

narkolepsijom, limbičkim encefalitisom, farmakološkim sredstvima (alkohol, triciklični 

ili serotonergički antidepresivi, beta blokatori), kao i sa čitavim nizom 

neurodegenerativnih bolesti poput progresivne supranuklearne paralize, kortiko-

bazalnog sindroma, frontotemporalne demencije i Hantingtonove bolesti (Postuma i 

sar., 2012). Međutim, u većini slučajeva RBD se javlja kao posledica neke od 

neurodegenerativnih bolesti tipa sinukleinopatija poput PB, DLB ili MSA (Boeve, 

2013) i tom prilikom se RBD simptomi mogu javiti i 5-40 godina pre same kliničke 

manifestacije kognitivnih i motornih poremećaja (Boeve i sar., 2007; Withwell i sar., 

2007; Simic i sar., 2009). Istraživanja pokazuju da čak 80 % pacijenata sa poremećajem 

ponašanja u toku REM faze spavanja vremenom razvije neku od neurodegenerativnih 

bolesti iz grupe sinukleinopatija (Boeve, 2013; Iranzo i sar., 2013). 
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Smatra se da je RBD patofiziologija posledica neurodegenerativnih procesa koji 

zahvataju strukture moždanog stabla uključene u regulaciju REM faze spavanja 

(Schenck i Mahowald., 2002; Boeve i sar., 2007). Naime, prema Braak-ovoj hipotezi 

(Braak i sar., 2003) neuropatologija sinukleinopatija započinje neurodegenerativnim 

procesima koji se najpre dešavaju u produženoj moždini i strukturama moždanog stabla, 

uključujući i REM regulatorne strukture, da bi se sa progresijom bolesti ushodno širili 

ka strukturama srednjeg i bazalnog prednjeg mozga. Na osnovu kliničke studije Mejo 

klinike za period 1990-2006. godine RBD je definisan kao mogući rani klinički znak 

neurodegenerativnih bolesti kao sto su sinukleinopatije (Boeve i sar., 2007; Raggi i sar., 

2013). 

Još uvek nisu u potpunosti poznati patofiziološki RBD mehanizmi, kao ni 

neuronske mreže uključene u regulaciju mišićne atonije za vreme REM spavanja. 

Dosadašnja istraživanja na pacovima i mačkama ukazuju na značaj pontinskih struktura 

u RBD patogenezi, navodeći SLD jedro kao strukturu koja ima centralnu ulogu u 

regulaciji REM mišićne atonije (Morison, 1998; Lu i sar., 2006). Naime, za vreme REM 

spavanja glutamatergički neuroni SLD jedra koji se projektuju ka produženoj moždini i 

kičmenoj moždini, direktno ili indirektno (preko MRF) inhibiraju motoneurone, što 

rezultira mišićnom atonijom. Disregulacija endogenih inhibitornih procesa usled lezije 

SLD jedra dovodi do izražene fazne motorne aktivnosti za vreme REM spavanja (Chen 

i sar., 2013). 

Kada je u pitanju RBD ljudi, pretpostavlja se da bi pored gubitka mišićne atonije i 

pojačana fazna lokomotorna aktivnost mogla biti uzrok RBD patologije. (Boeve i sar., 

2007). Lezije, degenerativni procesi ili farmakološke manipulacije SLD ili MRF 

regiona mogu biti sasvim dovoljne da izazovu gubitak atonije u toku REM faze 

spavanja, ali ne i pojavu kompleksnog motornog ponašanja (Lu i sar., 2006). Sa druge 

strane, procesi koji utiču na lokomotorni generator u smislu njegove pojačane aktivacije 

mogu dovesti do prevage nad toničnom inhibicijom spinalnih neurona od strane SLD ili 

MRF, što potencijalno može usloviti pojavu kompleksnog motornog ponašanja u toku 

REM faze spavanja (Boeve i sar., 2007; Iranzo i sar., 2013; Peever i sar., 2014). 

Iako RBD patofiziologija nije do kraja razjašnjenja, sama činjenica da se RBD 

može javiti i nekoliko desetina godina pre kliničke manifestacije motornih i kognitivnih 
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simptoma ukazuje na značaj RBD-a kao ranog markera neurodegenerativnih bolesti tipa 

sinukleinopatija i istovremeno pruža jedinstvenu mogućnost za istraživanja patogeneze i 

progresije ovih neurodegenerativnih bolesti, kao i mogućnost za razvoj novih pravaca u 

prevenciji i terapiji sinukleinopatija (Boeve i sar., 2007). 

1.5.  Eksperimentalni modeli AB i PB neuropatologije  

Upotreba eksperimentalnih modela je od velike važnosti u biomedicinskim 

istraživanjima, a posebano u istraživanjima patologije različitih humanih bolesti i 

poremećaja. Ovakvi modeli pre svega omogućavaju istraživanja koja nisu moguća na 

ljudima, doprinose razjašnjavanju i boljem razumevanju patofizoloških mehanizama 

bolesti i pružaju mogućnost za razvoj efikasniijih tretmana i bolju prevenciju.  

Komplementarnost eksperimentalnih modela sa humanim bolestima je od posebne 

važnosti. Naime, kvalitet eksperimentalnog modela zavisi od toga u kojoj meri 

etiologija, simptomi i patofiziološki mehanizmi, kao i odgovor na terapiju u životinja, 

odgovaraju humanim bolestima, ali i od sličnosti fiziologije i morfologije izabrane vrste 

sa humanom fiziologijom i morfologijom, što je posebno važno za interpretaciju i 

ekstrapolaciju dobijenih rezultata.  

Međutim, većina „in vivo” ili „in vitro” eksperimentalnih modela u najboljem 

slučaju zadovoljava samo deo ovih uslova. I pored svih napora da se pronađu idealni 

model organizmi i dalje ostaje pitanje do koje mere je moguće kompleksne humane 

bolesti predstaviti eksperimentalnim modelom. 

Kada su u pitanju AB i PB, kao najčešće neurodegenerativne bolesti starenja, 

eksperimentalni modeli se najčešće zasnivaju na dva osnovna metodološka pristupa: (1) 

sistemska ili lokalna primena neurotoksina koji izazivaju neurodegeneraciju specifičnih 

populacija neurona i (2) upotreba genetski modifikovanih životinja (transgene 

životinje). Oba pristupa imaju svoje specifične karakteristike, prednosti i ograničenja, a 

krajnji izbor eksperimentalnog modela zavisi od ciljeva istraživanja.  

Modeli neurotoksičnih lezija predstavljaju klasične i najstarije eksperimentalne 

modele AB i PB neuropatologije. Upotreba različitih toksina rezultira različitim 

stepenom degeneracije specifičnih populacija neurona, kao i ekspresijom motornih i 
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kognitivnih poremećaja, ali ne izaziva patološke izmene specifičnih proteina (amiloid-β 

i α-sinuklein) koji karakterišu AB i PB patologiju. Sa druge strane, transgeni modeli, 

nastali eksperimentalnim manipulacijama gena uključenih u patologiju naslednih oblika 

ovih neurodegenerativnih bolesti, veoma dobro oslikavaju osnovne molekularne 

mehanizme patologije proteina, ali ne uspevaju da postignu deficit specifičnih 

populacija neurona kao što su holinergički i dopaminergički sistem (Blandini i 

Armentero, 2012; Braidy i sar., 2012; LaFerla i Green, 2012). Osim toga, najveći broj 

obolelih spontano razvije AB ili PB (sporadični slučajevi), dok su nasledne forme AB i 

PB izuzetno retke (manje od 1 % u slučaju AB, odnosno 10-15 % u slučaju PB 

(Blandini i Armentero, 2012; LaFerla i Green, 2012). 

U cilju istraživanja uloge holinergičke hipofunkcije u AB patogenezi, ustanovljeni 

su eksperimentalni „in vivo” modeli kod kojih se holinergička hipofunkcija zasniva na 

leziji holinergičkih neurona bazalnog prednjeg mozga. Model lezije NB jedra pacova, 

predstavlja najčešće korišćeni eksperimentalni model holinergičke neuropatologije AB, 

koji se zasniva na sistemskoj ili lokalnoj primeni različitih selektivnih (192 IgG-

saporin) ili neselektivnih toksina (ibotenična, kinurenska i kvinolinska kiselina) (Gower, 

1986; Arendash i sar., 1987; Toledano i Alvarez, 2004, 2011; Šaponjić i sar., 2013). 

Međutim, ispitivanje holinergičke hipofunkcije u PB neuropatologiji je ograničeno 

nedostatkom adekvatnog eksperimentalnog modela PPT holinergičke 

neurodegeneracije. Eksperimentalni modeli koji su do sada korišćeni za istraživanje 

patogeneze i patofiziologije PB su se zasnivali na sistemskoj ili lokalnoj administraciji 

selektivnih neurotoksina koji oštećuju dopaminergičke neurone SN, kao što su MPTP, 

6-OHDA, LPS, inhibitori proteozoma, rotenon (Bezard i Przedborski, 2011; Blandini i 

Armentero, 2012; Duty i Jenner, 2011), a deficit holinergičkih PPT neurona, odnosno 

holinergička hipofunkcija je eventualno praćena samo kao posledica prethodno 

izazvanog dopaminergičkog deficita (Pienaar i van de Berg, 2013; Piennar i sar., 2014).  

U ovoj doktorskoj diseratciji je po prvi put korišćen eksperimentalni model 

holinergičke PD neuropatologije odnosno lezija holinergičkih neurona PPT jedra kao 

višeg nervnog centra integrativne holinergičke kontrole aktivnosti velikog mozga i 

veoma važne strukture u regulacji spavanja.  
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Alchajmerova bolest (AB) i Parkinsonova bolest (PB) predstavljaju najčešće 

neurodegenerativne bolesti starenja. Etiopatologija AB i PB podrazumeva selektivan 

gubitak specifičnih populacija neurona, uključujući i holinergičke neurone bazalnog 

prednjeg mozga i moždanog stabla, kao i ushodni obrazac progresije neurodegeneracije 

od REM regulatornih struktura u moždanom stablu ka prednjemoždanim regionima. 

Poremećaji ponašanja u toku REM spavanja u ovih bolesti se mogu javiti godinama i 

decenijama pre kliničke dijagnoze bolesti što ukazuje na značaj istraživanja poremećaja 

ponašanja u toku REM spavanja kao mogućeg ranog markera neurodegeneracije. 

Ova doktorska disertacija imala je kao predmet istraživanja da u modelima AB i 

PB holinergičke neuropatologije pacova, po prvi put ispita uticaj unilateralnih i 

bilateralnih lezija glavnog izvora kortikalne holinergičke inervacije (NB jedro) i 

glavnog izvora talamo-kortikalne holinergičke inervacije (PPT jedro) pacova na 

spavanje. U ovim eksperimentalnim modelima holinergičke neuropatologije humanih 

bolesti unilateralne lezije su predstavljale lakši oblik ili početni stadijum 

neurodegeneracije, dok su bilateralne lezije predstavljale teži oblik ili kasniji stadijum 

neurodegeneracije, a progresija bolesti je praćena ukupno 5 nedelja. 

Osnovna hipoteza ove doktorske disertacije je bila da funkcionalno različiti 

centralni holinergički sistemi imaju različite regulatorne funkcije u toku spavanja koje 

se mogu definisati na osnovu elektroencefalogafske aktivnosti.  

U skladu sa osnovnom hipotezom postavljen je osnovni cilj da se kroz analizu 

arhitekture spavanja, strukture prelaznih stanja i EEG mikrostrukture svih faza u toku 

spavanja u eksperimentalnim modelima neuropatologije humanih neurodegenerativnih 

bolesti pronađu potencijalni markeri početka, težine i progresije neurodegeneracije 

funkcionalno različitih holinergičkih sistema inervacije velikog mozga pacova, sa 

mogućnošću dalje primene ovako senzitivnih metoda u eventualnoj prevenciji i promeni 

terapijskog pristupa u pacijenata sa rizikom razvoja AB i PB.  
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U skladu sa postavljenom osnovnom hipotezom i osnovnim ciljem definisani su sledeći 

zadaci: 

 

- ispitivanje efekata unilateralnih i bilateralnih NB lezija na arhitekturu spavanja i 

EEG mikrostrukturu budnosti, NREM i REM faze spavanja u cilju definisanja EEG 

markera početka i progresije poremećaja izazvanih degeneracijom glavnog 

kortikalnog izvora holinergičke inervacije velikog mozga pacova; 

 

- ispitivanje efekata unilateralnih i bilateralnih PPT lezija na arhitekturu 

spavanja, strukturu prelaznih stanja i EEG mikrostrukturu budnosti, NREM i REM 

faze spavanja u cilju definisanja EEG markera početka i progresije poremećaja 

izazvanih degeneracijom glavnog talamo-kortikalnog izvora holinergičke inervacije 

velikog mozga pacova; 

 

- ispitivanje razlike efekata bilateralne NB i bilateralne PPT lezije, kao težih 

oblika holinergičke degeneracije ili kasnijih stadijuma holinergičke 

neurodegeneracije na arhitekturu spavanja, strukturu prelaznih stanja i EEG 

mikrostrukturu budnosti, NREM i REM faze spavanja. 

 

- ispitivanje funkcionalne razlike REM faze spavanja, kao posebne patologije 

bilateralne PPT lezije, analizom EEG mikrostrukture i kortikospinalne kontrole 

vratnih misića za vreme REM faze spavanja. 
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3.1.  Eksperimentalne životinje 

U eksperimentima su korišćeni odrasli mužjaci pacova Wistar soja, starosti 2-2,5 

meseca i prosečne težine 250-290 g, odgajani u vivarijumu Instituta za biološka 

istraživanja „Siniša Stanković” u Beogradu. Životinje su uzgajene i čuvane u 

standardnim uslovima (konstantna temperatura: 25 °C; svetlosni režim 12 h svetlo/12 h 

mrak) sa slobodnim pristupom hrani i vodi. Tokom eksperimenata, životinje su bile 

smeštene u plastičnim kavezima sa prostirkom od sterilisane strugotine (2-3 životinje po 

kavezu), da bi nakon operativne procedure bile smeštene pojedinačno u zasebne kaveze. 

Upotreba životinja i eksperimentalni protokol za izradu ove doktorske disertacije 

odobreni su od strane Etičkog komiteta Instituta za biološka istraživanja „Siniša 

Stanković” u Beogradu (rešenje broj 2-21/2010) i u skladu su sa Evropskom direktivom 

o zaštiti životinja koje se koriste u eksperimentalne i druge naučne svrhe (Direktiva 

86/609/EEC). 

3.2.  Eksperimentalne grupe 

U mužjaka Wistar soja pacova implantirane su EEG i EMG elektrode za hronično 

registrovanje spavanja. U toku operativne procedure za implantaciju elektroda izvšene 

su u odgovarajućim ekperimentalnim grupama lažne unilateralne ili bilateralne lezije, 

odnosno unilateralne ili bilateralne lezije jedra nucleus basalis (NB) ili jedra nucleus 

pedunculopontinus tegmentalis (PPT). Sve eksperimentalne životinje su bile podeljene 

u devet eksperimentalnih grupa (Slika 3.1.): 

- fiziološka kontrola (n = 16) 

- unilateralna NB lažna lezija (n = 4) 

  (unilateralna mikroinfuzija kontrolnog rastvora u desni NB) 

- bilateralna NB lažna lezija (n = 3) 

  (bilateralna mikroinfuzija kontrolnog rastvora u NB) 

- unilateralna NB lezija (n = 9) 

  (unilateralna mikroinfuzija ekscitotoksičnog rastvora u desni NB) 
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- bilateralna NB lezija (n = 12) 

  (bilateralna mikroinfuzija ekscitotoksičnog rastvora u NB) 

- unilateralna PPT lažna lezija (n = 8) 

  (unilateralna mikroinfuzija kontrolnog rastvora u desni PPT) 

- bilateralna PPT lažna lezija (n = 5) 

  (bilateralna mikroinfuzija kontrolnog rastvora u PPT) 

- unilateralna PPT lezija (n = 7) 

  (unilateralna mikroinfuzija ekscitotoksičnog rastvora u desni PPT) 

- bilateralna PPT lezija (n = 17) 

  (bilateralna mikroinfuzija ekscitotoksičnog rastvora u PPT). 

Lezija jedra nucleus basalis (NB), glavnog izvora kortikalne holinergičke 

inervacije velikog mozga pacova, predstavlja najčešće korišćen eksperimentalni model 

holinergičke neuropatologije Alchajmerove bolesti (AB) (Gower, 1986; Arendash i sar., 

1987; Toledano i Alvarez, 2004; Šaponjić i sar., 2013). Sa druge strane, lezija jedra 

nucleus pedunculopontinus tegmentalis (PPT), jedinog izvora holinergičke talamo-

kortikalne inervacije velikog mozga pacova, predstavlja u ovim istraživanjima po prvi 

put korišćen eksperimentalni model holinergičke neuropatologije jednog od 

mnogobrojnih oblika Parkinsonove bolesti (PB) (Petrović i sar., 2013a, 2013b, 2014).  

U ovim eksperimentalnim modelima holinergičke neuropatologije humanih 

bolesti (AB i PB), unilateralne lezije su korišćene kao model lakšeg oblika, odnosno 

početka holinergičke neurodegeneracije, a bilateralne lezije kao model težeg oblika, 

odnosno kasnijeg stadijuma holinergičke neurodegeneracije. Progresija holinergičke 

neurodegeneracije je praćena tokom 4 nedelje u slučaju NB lezije, odnosno tokom 5 

nedelja u slučaju PPT lezije.  
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Slika 3.1. Šematski prikaz eksperimentalnih grupa. (A) Šematski prikaz eksperimentalnih grupa i broja pacova (n) korišćenih u 

eksperimentima NB lezije; f – fornix;  NB – nucleus basalis; (B) Šematski prikaz eksperimentalnih grupa i broja pacova (n) korišćenih u 

eksperimentima PPT lezije; xscp – decussatio pedunculorum cerebellarium superiorum; PPTg – nucleus pedunculopontinus tegmentalis.  

Prazni kružići – PBS mikroinfuzije (lažne lezije); crveni kružići – IBO mikroinfuzije (lezije).  
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 Eksperimenti su rađeni prema protokolima prikazanim na Slici 3.2. 

 

 

Slika 3.2. Šematski prikaz eksperimentalnog protokola za registrovanje spavanja u 

modelima kortikalne (A) i talamo-kortikalne (B) holinergičke denervacije. 

 

3.3.  Operativna procedura 

Sve životinje su podvrgnute operativnoj proceduri implantacije EEG i EMG 

elektroda za hronično registrovanje spavanja (Šaponjić i sar., 2007). Pacovi su 

anestezirani ketamin/diazepam anestezijom (50 mg/kg, i.p. Zoletil 50, Virbac, 

Francuska) i postavljeni u stereotaksički ram. Krzno glave je obrijano i duž sagitalnog 

šava lobanje je skalpelom načinjen rez. Kosti lobanje su potom očišćene od mišićnog i 

podmišićnog tkiva kako bi se omogućio pristup orijentacionim stereotasksičkim 

tačkama na kostima lobanje (bregma i lambda). Nakon toga su stereotaksički razmerena 

mesta za otvore na kostima lobanje za implantaciju EEG elektoroda, kao i za finalni 

stereotaksički pristup za postavljanje mikroinfuzione Hamilton igle u duboka moždana 

jedra (NB ili PPT). Da bi se u odraslih pacova Wistar soja ispunio osnovni 

stereotaksički uslov u razmeravanju koordinata za implantaciju elektroda ili za 
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mikroinfuzije, posebno za duboke moždane strukture, u odnosu na bregmu i lambdu, 

pacovi moraju biti težine do 290 g, a rastojanje između ovih orijentacionih 

stereotaksičkih tačaka na lobanji treba da bude 9 mm. Za registrovanje kortikalne 

aktivnosti motorne i senzomotorne kore implantirane su parne parijetalne EEG šraf 

elektrode od nerđajućeg čelika. Sve stereotaksičke koordinate, kako za položaj EEG 

elektroda, tako i za položaj mikroinfuzione igle, su određene prema stereotaksičkom 

atlasu za pacove (Paxinos i Watson, 2005) i to: 

- za motornu koru (MCx): antero-posteriorno +1,00 mm od bregme; medio-

lateralno 2,00 mm; dorzo-ventralno: 1,00 mm; 

- za senzomotornu koru (SMCx): antero-posteriorno -3,00 mm od bregme; 

medio-lateralno 2,00 mm; dorzo-ventralno: 1,00 mm. 

 

Na ovim koordinatama su bušilicom sa čeličnim svrdlom prečnika 1 mm izbušeni otvori 

na parijetalnim i frontalnim kostima lobanje, u koje su potom epiduralno postavljene 

EEG šraf elektrode. Za procenu mišićne aktivnosti, parne žičane EMG elektrode 

obložene teflonom su implantirane u dorzalnu vratnu muskulaturu. Referentna šraf 

elektroda je implantirana u nazalnu kost. Izvodi svih elektroda su skupljeni i uvučeni u 

plastični konektor, koji je potom pričvršćen za šraf elektrode i lobanju uz pomoć 

dentalnog cementa (Simgal, Galenika a.d. Srbija, Beograd). Sve korišćene 

stereotaksičke koordinate za otvore na kostima lobanje su prikazane na Slici 3.3. 
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Slika 3.3. Šematski prikaz koordinata otvora na kostima lobanje za implantaciju EEG 

elektroda za hronično registrovanje spavanja pacova i koordinata otvora za postavljanje 

mikroinfuzione igle za lezije dubokih jedara mozga (NB i PPT) u odnosu na 

stereotaksičke orijentacione tačke (bregma i lambda). SMCxL, SMCxD – senzomotorna 

kora levo, senzomotorna kora desno; MCxL, MCxD – motorna kora levo, motorna kora 

desno; Ref – referentna elektroda. (Preuzeto i modifikovano iz: Paxinos i Watson, 

2005). 

 

Tokom operativne procedure implantacije EEG i EMG elektroda, korišćenjem 

metode stereotaksički navođene mikroinfuzije (Slika 3.4.), urađene su i selektivne 

unilateralne (desne) i bilateralne NB i PPT lažne lezije (mikroinfuzije kontrolnog 

rastvora u NB ili PPT jedro), kao i unilateralne (desne) i bilateralne lezije (mikroinfuzije 

ekscitotoksina u NB ili PPT jedro). U slučaju mikroinfuzija lažnih lezija u NB ili PPT 

jedro je ubrizgavan 0,1 M rastvor Na-fosfatnog pufera (0,1 M PBS), dok je u slučaju 

lezija ubrizgavan rastvor 0,1 M ibotenične kiseline (IBO) u 0,1 M PBS-u (0,1M 

IBO/0,1M PBS; IBO Sigma Aldrich). Ibotenična kiselina je generalni agonista 

glutamatskih receptora koja izaziva ekscitotoksičan efekat (patološko povećanje 

vanćelijske koncentracije glutamata) delujući preko jonotropnih (NMDA) i 

metabotropnih glutamatskih receptora i posledično dovodi do odumiranja neurona 

(Inglis i Semba, 1997). Rastvori su ubrizgavani u volumenu od 100 nl, u jednom pulsu 

tokom 60 s. Za mikroinfuzije je korišćen digitalizovani standardni laboratorijski 

stereotaksički aparat sa injektorom (Stoelting Co, SAD) i Hamilton špric (1 µl, sa 26 ga 

iglom). 
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Slika 3.4. Prikaz operativne procedure za implantaciju EEG i EMG elektroda za 

hronično registrovanje spavanja i metode stereotaksički navođene mikroinfuzije. 

 

Položaj Hamilton šprica za PBS ili IBO mikroinfuzije u NB ili PPT jedro, je određen 

prema stereotaksičkom atlasu (Paxinos i Watson, 2005) i to: 

- za NB (Slika 3.5., antero-posteriorno: -1,40 mm od bregme; medio-lateralno: 

3,00 mm; dorzo-ventralno: 7,00 mm od površine mozga) 

- za PPT (Slika 3.6., antero-posteriorno: -7,80 mm od bregme; medio-lateralno: 

1,90 mm; dorzo-ventralno: 7,00 mm od površine mozga). 
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Slika 3.5. Šematski prikaz tipične stereotaksičke koordinate korišćene u 

eksperimentima za ekscitotoksičnu NB leziju. NB – nucleus basalis; f – fornix; VLH 

– nucleus hipothalamicus ventrolateralis; SO – nucleus supraopticus. Preuzeto i 

modifikovano iz Paxinos and Watson, 2005. 

 

Koncentracija IBO kao i volumen mikroinfuzije su izabrani na osnovu prethodnih 

studija (Inglis i Semba, 1997; Bjelobaba i Šaponjić, 2013). Nakon mikroinfuzije 

rastvora (PBS ili IBO) i pre izvlačenja igle iz tkiva, Hamiltonov špric je ostavljen na 

mestu mikroinfuzije tokom 5 minuta kako bi se omogućila difuzija ubrizganog rastvora 

u okolno tkivo. U slučaju bilateralnih ekscitotoksičnih mikroinfuzija, nakon izvlačenja, 

igla je isprana fiziološkim rastvorom pre nego što je stereotaksički pozicionirana za 

sledeću kontralateralnu mikroinfuziju u NB ili PPT. 

 

 

Slika 3.6. Šematski prikaz tipične stereotaksičke koordinate korišćene u 

eksperimentima za ekscitotoksičnu PPT leziju. PPTg – nucleus pedunculopontinus 

tegmentalis; xscp – decussation pedunculorum cerebellarium superiorum; MnR – 

nucleus raphe medianus; Aq – aqaeductus cerebri - Sylvii. Preuzeto i modifikovano iz 

Paxinos and Watson, 2005. 
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Tehnika stereotaksički navođene mikroinfuzije korišćenjem digitalizovanog 

stereotaksičkog aparata sa digitalizovanim injektorom omogućava preciznost u 

razmeravanju stereotaksičkih koordinata u sve tri ose (antero-posteriorno, medio-

lateralno, dorzo-ventralno) sa rezolucijom od 10 µm, kao i mikroinfuzije kontrolisanog 

volumena i trajanja. U našim ekperimentima, mikroinfuzije od 100 nl rastvora imaju 

procenjeni efektivni radijus od 300 µm u tkivu „in vivo” (Šaponjić i sar., 2005a) čime je 

obezbeđena selektivnost u manipulaciji NB i PPT jedara. 

Na kraju operativne procedure rane su ušivene hirurškim koncem (SMI AG, 

Belgija) i životinje su ostavljene da se oporave tokom dve nedelje. Prethodna 

istraživanja su pokazala da je period oporavaka od najmanje 10 dana neophodan za 

ponovno uspostavljanje fiziološke arhitekture spavanja nakon operativne procedure 

hronične implantacije elektroda za registrovanje spavanja (Šaponjić i sar., 2007). 

3.4.  Procedura registrovanja spavanja 

Prema eksperimentalnom protokolu, registrovanje spavanja je počinjalo nakon 

dvonedeljnog oporavka od operativne procedure. Pre početka registrovanja spavanja, 

životinje su tokom 24 h adaptirane na kavez (kavez od pleksiglasa, dimenzija 30 x 30 x 

30 cm) i kabl za registrovanje. Jednom nedeljno, tokom 4 nedelje u slučaju NB lezije, 

odnosno tokom 5 nedelja u slučaju PPT lezije, registrovano je 6 sati spavanja u toku 

fiziološki neaktivne cirkadijalne faze pacova (od 9 do 15 h). EEG i EMG analogni 

signali su nakon adekvatnog pojačanja (pojačivač sa 16 kanala, model 3600, A-M 

System Inc. Carlborg, SAD) i filtriranja (pojasni filter 0,3-100 Hz) digitalizovani 

frekvencijom od 256 uzoraka u sekundi. Akvizicija i digitalizacija signala je vršena 

korišćenjem DataWave SciWorks Experimenter 8.0 akvizicionog softvera (Datawave 

Technologies, Longmont, SAD), a digitalizovani signali su sačuvani za kasniju analizu. 

Primer analognih signala u toku registracije spavanja dat je na Slici 3.7. 
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Slika 3.7. Primer 10 s analognih EEG i EMG signala. Prikaz EEG signala motorne 

(MCx) i senzonotorne (SMCx) kore i EMG signala vratnih mišića u toku registrovanja 

spavanja u trajanju od 10 s.  
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3.5.  Histohemijska identifikacija i kvantifikacija NB i PPT 

 lezija 

Nakon završetka eksperimentalnog protokola registrovanja spavanja NB i PPT 

lezije su identifikovane NADPH – diaforaza histohemijskim bojenjem (Vincent i sar., 

1983; Dawson i sar., 1991; Hope i sar., 1991; Sabbatini i sar., 1999; Paxinos i sar., 

2009), a zatim i kvantifikovane prebrojavanjem NADPH – diaforaza pozitivnih ćelija.  

Životinje su anestezirane ketamin/diazepam anestezijom (50 mg/kg, i.p., Zoletil 

50, Virbac, Francuska), a mozgovi transkardijalno perfundovani najpre fiziološkim 

rastvorom (200 ml 0,9 % NaCl, brzina perfuzije 40 ml/min), zatim 4 % 

paraformaldehidom (200 ml 4 % rastvor paraformaldehida u 0,1 M PBS-u; prvih 100 ml 

brzinom prefuzije 40 ml/min, a zatim 30 ml/min) i na kraju 10 % saharozom (200 ml 10 

% rastvor saharoze u 0,1 M PBS-u; brzina perfuzije 30 ml/min). Po završetku pefuzije, 

pacovi su žrtvovani dekapitacijom, a mozgovi izolovani, očišćeni od krvnih sudova i 

moždanih ovojnica i postfiksirani u 4 % paraformaldehidu na temperaturi od +4 °C 

preko noći. Tkivo je potom dehidratisano u 30 % saharozi (30 % rastvor saharoze u 0,1 

M PBS-u) tokom nekoliko dana na temperaturi od +4 °C.   

Nakon dehidratacije, korišćenjem kriotoma (Leica) mozgovi su isečeni na 

poprečne preseke debljine 40 µm, u četiri serije (A-D), tako da je sečenje urađeno kroz 

čitavu antero-posteriornu dimeziju odgovarajućeg jedra (NB ili PPT). Preseci su 

direktno sa kriotoma sakupljani u rastvor antifriza (40 % rastvor etilen-glikola u 0,1 M 

kalijum-acetatu koji sadrži 1 % polivinilpirolidon (PVP40, Sigma Aldrich, Nemačka)) i 

tako čuvani na temperaturi od -20 °C do daljeg korišćenja. 

Identifikacija deficita holinergičkih neurona vršena je NADPH – diaforaza 

histohemijskim bojenjem na nefiksiranim, slobodno plutajućim presecima (Vincent i 

sar., 1983; Dawson i sar., 1991; Hope i sar., 1991; Sabbatini i sar., 1999; Paxinos i sar., 

2009). Preseci su najpre isprani 3 puta po 10 minuta u 0,1 M PBS-u (pH = 7,4), a zatim 

inkubirani u rastvoru za bojenje na 37 °C tokom 60 minuta. Osnovu rastvora za bojenje 

činio je supstratni rastvor koji je sadržao nitro blu tetrazolium hlorid (NBT, Serva, 

Nemačka) i 5-bromo-4-hloro-3-indolil fosfat (BCIP, Serva, Nemačka) u supstratnom 

puferu pH = 9,5 (0,1 M Tris, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl2). U supstratni rastvor je 
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potom dodata β-nikotinamid adenin dinukleotid fosfat-Na-4 so (β-NADPH, Serva, 

Nemačka) i dimetil sulfoksid (DMSO, Sigma Aldrich, Nemačka). Kako bi se smanjila 

nespečifična reakcija tkiva usled prisustva endogene alkalne fosfataze, u rastvor je dodat 

i specifičan inhibitor – levamizol (Sigma Aldrich, Nemačka) u finalnoj koncentraciji od 

2 mM (Bjelobaba i Šaponjić, 2013). Nakon inkubacije, preseci su još jednom isprani 3 

puta po 10 minuta u 0,1 M PBS-u, postavljeni na mikroskopske pločice i ostavljeni da 

se osuše preko noći na sobnoj temperaturi. Sledećeg dana pločice sa presecima su 

stavljene u ksilol i nakon 24 h na preseke je stavljen DPX medijum (Sigma Aldrich, 

Nemačka) i postavljeno pokrovno staklo. Preseci su analizirani i slikani na mikroskopu 

Axio Observer Microscope Z1 (ZEISS, Nemačka). 

Kvantifikacija holinergičkog deficita izazvanog NB i PPT lezijama vršena je na 

prethodno izabranim i slikanim presecima, u ImageJ 1.46 programu (NIH, SAD) i to sa 

ciljem procene oštećenja izazvanog lezijama, a ne utvrđivanja apsolutnog broja 

holinergičkih neurona. Stoga je prebrojavanje NADPH – diaforaza – pozitivnih neurona 

za svaku eksperimentalnu grupu urađeno na tri preseka po životinji, izabranih tako da 

pripadaju prethodno definisanim stereotaksičkim opsezima (Paxinos i Watson, 2005). U 

tu svrhu, čitava antero-posteriorna dimenzija NB, odnosno PPT jedra je podeljena na tri 

stereotaksička opsega izražena u mm posteriorno od bregme. Stereotaksički opsezi za 

NB jedro su bili: 1,00 – 1,30; 1,40 – 1,60; 1,70 – 1,90, a za PPT jedro: 6,90 – 7,40; 7,50 

– 8,00; 8,10 – 8,60. Na svakom od preseka, NADPH – diaforaza – pozitivni neuroni su 

prebrojani za svaku stranu mozga posebno, da bi zatim za svaku eksperimentalnu grupu 

i u okviru svakog stereotaksičkog opsega, bila određena srednja vrednost broja 

holinergičkih neurona po strani mozga, kako kontrolnih, tako i lediranih mozgova 

(Petrović i sar., 2013a, 2014; Šaponjić i sar., 2013) .  

Kontrolne vrednosti apsolutnog broja holinergičkih neurona smatrane su kao    

100 %, a holinergički deficit unilateralnih (desna, ledirana strana mozga) i bilateralnih 

(svaka strana mozga pojedinačno) lezija je izražen najpre kao procenat kontrolne 

vrednosti, a zatim kao razlika procenta NADPH – diaforaza – pozitivnih neurona lezije 

u odnosu na kontrolne vrednosti i to za svaki pojedinačni presek i svaki stereotaksički 

opseg u svakom lediranom mozgu. Na kraju je za svaku eksperimentalnu grupu 
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izračunata srednja vrednost razlike procenata kako bi se procenio stereotaksički opseg 

sa najvišim deficitom. 

3.6.  Analiza spavanja i EEG signala 

Analiza spavanja i EEG signala urađena je u MATLAB 6.5 programu korišćenjem 

originalno razvijenog analiznog paketa (Petrović i sar., 2013a, 2013b, 2014; Šaponjić i 

sar., 2013). Analiza je obuhvatila sve snimljene signale fizioloških kontrola, lažnih NB i 

PPT lezija, kao i svih unilateralnih i bilateralnih NB i PPT lezija kod kojih je prethodno 

utvrđen holinergički deficit. 

Na snimljene šestočasovne signale je najpre primenjena Furijeova transformacija 

(FFT). Nakon toga je svaka od 2160 Furijeovih epoha, dužine 10 s, na osnovu EEG i 

EMG karakteristika, bila diferencirana kao jedno od tri osnovna stanja: budnost, NREM 

ili REM faza spavanja. Na Slici 3.8. je prikazan tipičan primer grafika razdvajanja 

grupisanja epoha od 10 s budnosti, NREM i REM faza spavanja, koji je služio za 

razdvajanje svih osnovnih faza u toku 6 h spavanja. Diferenciranje faza spavanja je 

rađeno u dva koraka. Najpre su na osnovu proizvoda snaga sigma i teta frekventnog 

opsega na y-osi i ukupne snage EMG-a na x-osi (Slika 3.8. A) odvojene epohe koje 

pripadaju budnosti (visoka ukupna snaga EMG-a, niska vrednost proizvoda snaga sigma 

i teta frekventnog opsega) od epoha koje pripadaju spavanju (niska ukupna snaga EMG-

a, visoka vrednost proizvoda snaga sigma i teta frekventnog opsega). U drugom koraku 

su epohe koje pripadaju spavanju dalje razdvojene na NREM i REM epohe (Slika 3.8. 

B) na osnovu količnika snaga delta i teta frekventnog opsega na x-osi i ukupne snage 

EMG-a na y-osi (niža ukupna snaga EMG-a i manji količnik snaga delta i teta 

frekventnog opsega – REM; viša ukupna snaga EMG-a i veći količnik snaga delta i teta 

frekventnog opsega – NREM). Epohe budnosti na finalnom grafiku razdvajanja 

grupisanja faza spavanja su prenešene iz prethodnog razdvajanja (Slika 3.8. B). Za 

samo razdvajanje grupisanja epoha faza spavanja je korišćen algoritam K-sredine za dva 

grupisanja, a u cilju boljeg razdvajanja vrednosti na x- i y-osi su logaritmovane. 
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Slika 3.8. Primer grafika razdvajanja grupisanja faza budnosti i spavanja.  

Razdvajanja grupisanja epoha od 10 s budnosti, NREM i REM faze spavanja tokom 6 h. 

(A) Razdvajanje epoha budnosti (W grupisanje, tačkice) i spavanja (S grupisanje, 

zvezdice); (B) razdvajanje NREM (NR grupisanje, kružići) i REM (R grupisanje, 

krstići) epoha. Svaki simbol predstavlja jednu epohu trajanja 10 s. Epohe budnosti  na 

finalnom grafiku razdvajanja faza spavanja (B) su prenešene iz prethodnog razdvajanja 

budnosti i spavanja. 



 

51 
 

Za potrebe detaljnije analize poremećaja REM faze spavanja izazvanih 

bilateralnom PPT lezijom, grupisanje REM epoha je na osnovu snage EMG-a dodatno 

razdvojeno na dva podgrupisanja korišćenjem istog MATLAB 6.5 algoritma K-sredina 

za dva gupisanja. Na ovaj način su REM epohe dalje diferencirane kao REM bez atonije 

– REM1 (REM epohe sa većom snagom EMG-a) i REM sa atonijom – REM2 (REM 

epohe sa manjom snagom EMG-a). 

Time je za svaku pojedinačnu životinju definisana arhitektura spavanja, odnosno 

dužina trajanja budnosti, NREM i REM, odnosno REM1 i REM2 faze spavanja, 

izražena kao ukupan broj epoha od 10 s svake faze spavanja u toku 6 h. Na kraju je za 

svaku eksperimentalnu grupu izračunata grupna srednja vrednost broja epoha na 6 h za 

svako stanje. 

Analizom strukture prelaznih stanja definisan je broj svih tipova prelaza 

(budnost/NREM i NREM/budnost; budnost/REM i REM/budnost; NREM/REM i 

REM/NREM) u toku 6 h spavanja. Za potrebe ove analize, za svaku životinju i svaku 

eksperimentalnu grupu, diferenciranje budnosti, NREM i REM faze spavanja je urađeno 

na epohama dužine 5 s (Yan et al., 2011; Petrović i sar. 2013a, 2013b, 2014). Potom je 

6 h spavanja, odnosno niz od 4230 Furijeovih epoha dužne 5 s definisanih kao jedno od 

tri osnovna stanja, preveden u jednodimenzionu matricu kodova 0-2 po sistemu: 0 – 

budnost, 1 – NREM, 2 – REM. Korišćenjem jednostavnog algoritma za prebrojavanje, 

za svakih sat vremena signala vršeno je prebrojavenje svih šest mogućih različitih 

parova kodova (0/1, 1/0, 0/2, 2/0, 1/2, 2/1), čime je zapravo određen broj svih tipova 

prelaza (0/1 – budnost/NREM, 1/0 – NREM/budnost itd.) po satu u toku 6 h spavanja 

(Petrović i sar., 2013a, 2013b, 2014). 

U slučaju pacova kod kojih je REM faza spavanja dodatno diferencirana na 

REM1 i REM2 (Petrović i sar., 2014), broj svih tipova prelaza (budnost/NREM i 

NREM/budnost; budnost/REM i REM/budnost; budnost/REM1 i REM1/budnost; 

budnost/REM2 i REM2/budnost; NREM/REM i REM/NREM; NREM/REM1 i 

REM1/NREM; NREM/REM2 i REM2/NREM) je određen korišćenjem istog algoritma 

za prebrojavanje i jednodimenzione matrice sa dodatnim kodovima za ova dva stanja (3 

– REM1 i 4 – REM2).  
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Na kraju je za svaku eksperimentalnu grupu struktura prelaznih stanja bila 

definisana kao grupna srednja vrednost broja prelaza po satu u toku 6 h spavanja 

(Petrović i sar., 2013a, 2013b, 2014). 

Analiza EEG mikrostrukture, za svako od prethodno definisanih stanja (budnost, 

NREM, REM, REM1 i REM2 faza spavanja), je obuhvatila analizu promena amplituda 

svih konvencionalnih EEG frekventinih opsega (δ = 0,3–4 Hz; θ = 4,1–8 Hz; σ = 10,1–

15 Hz; β = 15,1–30 Hz; γ = 30,1–50 Hz). Kako bi se eliminasao uticaj individualnih 

variranja apsolutnih amplituda, za svaki od frekventnih opsega izračunate su relativne 

amplitude kao: 






tot

b

bRA
Amp

Amp

)( , b={ δ, θ, σ, β, γ}. 

Potom je za svaku eksperimentalnu grupu i svaki frekventni opseg izračunata grupna 

gustina raspodele verovatnoće relativnih EEG amplituda budnosti, NREM, REM, 

REM1 i REM2 faze spavanja na 6 h korišćenjem PDE funkcije (eng. „Probability 

Density Estimation” – PDE) u MATLAB 6.5 programu. Zapravo, za potrebe PDE 

analize, za svaki frekventni opseg i svako stanje, relativne amplitude svih epoha od 10 s 

svih pacova koje pripadaju određenoj eksperimentalnoj grupi su objedinjene u 

jedinstveni ansambl za koji je potom izračunata grupna raspodela gustine verovatnoće.  

Za statističku analizu grupne raspodele gustine verovatnoće relativnih amplituda 

svakog EEG frekventnog opsega na 6 h, izračunate su srednje vrednosti relativnih 

amplituda i to za budnost i NREM fazu spavanja na svakih 60 minuta, a za REM, 

REM1 i REM2 fazu spavanja na svakih 30 minuta (Petrović i sar., 2013a, 2013b, 2014; 

Šaponjić i sar., 2013). 

Za potrebe dalje funkcionalne diferencijacije REM/REM1/REM2 grupisanih 

epoha od 10 s, izazvanih bilateralnom PPT lezijom, urađena je analiza kortiko-

muskularnih koherencija (CMC) između EEG signala senzomotorne, odnosno motorne 

kore i EMG signala mišića dorzalne vratne muskulature. Vrednosti kortiko-muskularnih 

koherencija su dobijene korišćenjem „cohere” funkcije u MATLAB 6.5 programu (Jung 

i sar., 2012), koja zapravo predstavlja dopunu Pirsonovog koeficijenta korelacije u 
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frekventnom domenu i definiše se kao kros-spektralna gustina normalizovana auto-

spektrom (Jung i sar., 2012). Drugim rečima, kortiko-muskularna koherencija računa 

koherenciju kvadriranog modula dva signala x (EEG) i y (EMG) kao: 

)()(

)(
)(

2

fPfP

fP
fC

yyxx

xy

xy 

, 

gde f  predstavlja određenu frekvenciju ili frekventni opseg signala od interesa, Pxy( f ) 

predstavlja kros-spektarlnu gustinu dva signala x i y, a Pxx( f ) i Pyy( f ) predstavljaju 

auto-spektre dva signala x i y (Jung i sar., 2012). 

Na ovaj način su za svakih 10 s šestočasovnih EEG i EMG signala izračunate 

CMC vrednosti za svaku pojedinačnu frekvenciju od 0,3-50 Hz, sa rezolucijom od 0,1 

Hz, da bi zatim ove vrednosti bile usrednjene u okviru svakog konvencionalnog EEG 

frekventnog opsega i za svaku REM fazu (REM, REM1 i REM2) svake 

eksperimentalne grupe bile izračunate grupne srednje vrednosti koherencije na 30 

minuta (Petrović i sar., 2014). 

3.7.  Statistička analiza podataka 

Rezultati analize arhitekture spavanja su prikazani kao grupna srednja vrednost + 

standardna devijacija (SD), dok su rezultati analize strukture prelaznih stanja prikazani 

kao grupna srednja vrednost ± standardna greška (SE). Za analizu statističke značajnosti 

korišćena je neparametarska jednofaktorska Kruskal-Wallis ANOVA sa post-hoc Mann-

Whitney U testom. Za vrednosti p < 0,05 razlike su smatrane statistički značajnim. 
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4.1.  Poremećaji spavanja u holinergičkoj denervacija kore velikog

 mozga pacova ekscitotoksičnom lezijom glavnog izvora 

 kortikalne holinergičke inervacije – lezija jedra  nucleus basalis 

 (NB) 

 

Efekat ekscitotoksične NB lezije na arhitekturu spavanja i EEG mikrostrukturu u 

toku spavanja je praćen tokom perioda od četiri nedelje (14, 21 i 28 dana nakon lezije), 

a za analizu su korišćeni EEG signali senzomotorne (SMCx) i motorne (MCx) kore 

velikog mozga pacova. Analiza je obuhvatila sledeće eksperimentalne grupe: fiziološka 

kontrola (n = 9), unilateralna NB lažna lezija (n = 4), bilateralna NB lažna lezija (n = 3), 

unilateralna NB lezija (n = 9), bilateralna NB lezija (n = 12). 

4.1.1. Histohemijska identifikacija i kvantifikacija NB lezije 

Za potrebe procene holinergičkog deficita izazvanog NB lezijom, najpre su 

određene kontrolne vrednosti broja NADPH – diaforaza – pozitivnih neurona. Obzirom 

da ni za jedan od tri stereotaksička opsega statistička analiza (neparametarska 

jednofaktorska Kruskal-Wallis ANOVA sa Mann-Whitney-U post-hoc testom) nije 

pokazala značajne razlike u broju holinergičkih neurona između jedne i druge strane 

mozga fizioloških kontrola i kontrolne strane unilateralnih NB lezija (χ
2
 ≥ 0,12; p ≥ 

0,54), ove tri grupe su objedinjene i za svaki od stereotaksičkih opsega je izračunata 

srednja vrednost broja holinergičkih neurona. Kontrolne vrednosti apsolutnog broja 

holinergičkih neurona, smatrane kao 100 %, bile su: 52,08 ± 12,43 (za stereotaksički 

opseg 1,00-1,30 mm), 52,80 ± 13,45 (za stereotaksički opseg 1,40-1,60 mm) i 56,27 ± 

14,76 (za stereotaksički opseg 1,70-1,90 mm). 

Kvantifikacija holinergičkog deficita nakon ekscitotoksične NB lezije, urađena na 

bazi broja NADPH – diaforaza pozitivnih neurona, je pokazala postojanje deficita 

holinergičkih neurona kroz celokupnu antero-posteriornu dimenziju NB jedra i kod 

unilateralnih i kod bilateralnih NB lezija. 

Broj NADPH – diaforaza pozitivnih neurona unilateralnih NB lezija na svim 

stereotaksičkim koordinatama je bio statistički značajno manji u poređenju sa 

kontrolnim vrednostima (z ≥ - 2,88; p ≤ 0,04), a maksimalni deficit holinergičkih 
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neurona od 37,88 ± 11,86 % je bio u okviru stereotaksičkog opsega 1,40-1,60 mm 

posteriorno od bregme. Na Slici 4.1. prikazan je tipičan primer histološke identifikacije 

unilateralne NB lezije, kao i rezultati kvantifikacije deficita holinergičkih neurona u tri 

stereotaksička opsega. 

Broj NADPH – diaforaza pozitivnih neurona svake strane mozga bilateralnih NB 

lezija na svim stereotaksičkim koordinatama je bio statistički značajno manji u 

poređenju sa kontrolnim vrednostima (z ≥ - 2,95; p ≤ 0,01), a maksimalni deficit 

holinergičkih neurona od 56,16 ± 8,01 % na jednoj, odnosno 52,02 ± 15,49 %  na 

drugoj strani mozga je bio u okviru stereotaksičkog opsega 1,70-1,90 mm posteriorno 

od bregme. Na Slici 4.2. prikazan je tipičan primer histološke identifikacije bilateralne 

NB lezije, kao i rezultati kvantifikacije deficita holinergičkih neurona u tri 

stereotaksička opsega. 
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Slika 4.1. Histološka identifikacija i kvantifikacija unilateralne NB lezije. Tipičan 

primer identifikovane unilateralne NB lezije (A) i kvantifikacija deficita holinergičkih 

neurona u tri stereotaksička opsega u celokupnoj antero-posteriornoj dimenziji NB 

jedra, urađena na bazi broja NADPH – diaforaza pozitivno obojenih neurona (B). NB – 

nucleus basalis; crna zvezdica označava ledirani NB – nucleus basalis; VLH – nucleus 

hypothalamicus ventrolateralis; SO – nucleus supraopticus; f – fornix; Skala 200 µm. 



 

58 
 

Slika 4.2. Histološka identifikacija i kvantifikacija bilateralne NB lezije. Tipičan 

primer identifikovane bilateralne NB lezije (A) i kvantifikacija deficita holinergičkih 

neurona u tri stereotaksička opsega u celokupnoj antero-posteriornoj dimenziji NB 

jedra, urađena na bazi broja NADPH – diaforaza pozitivno obojenih neurona (B). Crna 

zvezdica označava ledirani NB – nucleus basalis; VLH – nucleus hypothalamicus 

ventrolateralis; SO – nucleus supraopticus; f – fornix; Skala 200 µm.  
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4.1.2. Arhitektura spavanja 

Analiza arhitekture spavanja fiziološke kontrole, unilateralne i bilateralne NB 

lažne lezije, kao i unilateralne i bilateralne NB lezije, urađena na osnovu EEG signala 

senzomotorne kore, je pokazala da je samo bilateralna lezija izazvala promene u trajanju 

budnosti, NREM i REM faze spavanja (Slika 4.3. A). Dve nedelje nakon lezije, broj 

epoha budnosti u toku 6 h spavanja se smanjio (χ
2
 = 11,87; p = 0,003), a broj NREM 

epoha se povećao (χ
2
 = 11,06; p = 0,004) u poređenju sa fiziološkom kontrolom. Broj 

epoha REM faze spavanja nije bio promenjen (χ
2
 = 0,06; p = 0,969). 

Statistička analiza nije pokazala značajne razlike u broju epoha budnosti, NREM i 

REM faze spavanja između: fiziološke kontrole i unilateralne lažne lezije (z ≥ -1,70; p ≥ 

0,089); fiziološke kontrole i bilateralne lažne lezije (z ≥ -1,23; p ≥ 0,221); fiziološke 

kontrole i unilateralne lezije (z ≥ -1,16; p ≥ 0,247). Razlika u broju epoha budnosti, 

NREM i REM faze spavanja nije bilo ni između unilateralne lezije i unilateralne lažne 

lezije (z ≥ -1,51; p ≥ 0,131), kao ni između unilateralne lezije i bilateralne lažne lezije (z 

≥ -1,94; p ≥ 0,053). Sa druge strane, bilateralna NB lezija je uslovila statistički značajno 

smanjenje broja epoha budnosti (z = -2,93; p = 0,003) i povećanje broja epoha NREM 

faze spavanja (z = -2,30; p = 0,022) u poređenju sa unilateralnom NB lezijom, kao i u 

poređenju sa fiziološkom kontrolom (z = -2,84; p = 0,004 za budnost; z = -3,02; p = 

0,003 za NREM). 

Kako analiza arhitekture spavanja nije pokazala razlike u dužini trajanja budnosti, 

NREM i REM faze spavanja između fiziološke kontrole i unilateralne ili bilateralne 

lažne lezije dve nedelje nakon lezije (z ≥ -1,70; p ≥ 0,089), rezultati efekta lezije u 

daljoj analizi su prikazani samo u odnosu na fiziološku kontrolu. 
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Slika 4.3. Efekat NB lezije na arhitekturu spavanja u senzomotornoj kori. Grupna 

srednja vrednost broja epoha od 10 s budnosti, NREM i REM faze spavanja u toku 6 h 

+ standardna devijacija (SD) u senzomotornoj kori 14 dana (A) i 21 dan (B) nakon 

lezije. 

 

Međutim, ova promena u arhitekturi  spavanja dve nedelje nakon bilateralne lezije 

bila je prolaznog karaktera. Tri nedelje nakon bilateralne NB lezije trajanje budnosti, 

NREM i REM faze spavanja nije bilo različito u poređenju sa fiziološkom kontrolom 

(Slika 4.3. B, χ
2
 = 2,54; p = 0,281 za budnost; χ

2
 = 1,41; p = 0,493 za NREM; χ

2
 = 1,52; 

p = 0,468 za REM) i ovakva arhitektura spavanja se održala i četiri nedelje nakon lezije 

(χ
2
 = 1,23; p = 0,542 za budnost; χ

2
 = 0,51; p = 0,774 za NREM; χ

2
 = 4,87; p = 0,088 za 

REM; podaci nisu prikazani). 
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Analiza arhitekture spavanja na osnovu EEG signala motorne kore je takođe 

pokazala da je samo bilateralna lezija izazvala promene u trajanju budnosti, NREM i 

REM faze spavanja (Slika 4.4. A). Kao i u slučaju senzomotorne kore, dve nedelje 

nakon lezije broj epoha budnosti u toku 6 h spavanja se smanjio (χ
2
 = 12,07; p = 0,002). 

Međutim, za razliku od senzomotorne kore, gde je smanjenje broja epoha budnosti bilo 

praćeno povećanjem broja NREM epoha, u motornoj kori je dve nedelje nakon 

bilateralne lezije došlo do povećanja broja REM epoha (χ
2
 = 10,78; p = 0,005). 

Tri nedelje nakon lezije, arhitektura spavanja bilateralno lediranih pacova se nije 

razlikovala od arhitekture spavanja fizioloških kontrola (Slika 4.4. B, χ
2
 = 1,31; p = 

0,518 za budnost; χ
2
 = 3,93; p = 0,140 za NREM; χ

2
 = 5,87; p = 0,053 za REM) i 

ovakva arhitektura spavanja se održala i četiri nedelje nakon lezije (χ
2
 = 1,77; p = 0,413 

za budnost; χ
2
 = 0,004; p = 0,998 za NREM; χ

2
 = 1,98; p = 0,371 za REM; podaci nisu 

prikazani). 
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Slika 4.4. Efekat NB lezije na arhitekturu spavanja u motornoj kori. Grupna 

srednja vrednost broja epoha od 10 s budnosti, NREM i REM faze spavanja u toku 6 h 

+ standardna devijacija (SD) u motornoj kori 14 dana (A) i 21 dan (B) nakon lezije. 

  

Topografska analiza arhitekture spavanja (poređenje dužine trajanja budnosti, 

NREM i REM faze spavanja, diferenciranih na osnovu EEG signala senzomotorne u 

odnosu na motornu koru) nije pokazala statistički značajne razlike između 

senzomotorne i motorne kore fizioloških kontrola (z ≥ -0,44; p ≥ 0,114). Međutim, za 

razliku od fizioloških kontrola, kod unilateralnih i kod bilateralnih NB lezija pokazano 

je postojanje topografski različite arhitekture spavanja dve nedelje nakon lezije (Slika 

4.5.): u senzomotornoj kori je detektovan statistički značajno veći broj NREM epoha (z 

= -2,68; p = 0,007 za unilateralnu NB leziju; z = -3,10; p = 0,002 za bilateralnu NB 

leziju) dok je u motonoj kori detektovan veći broj REM epoha (z = -2,52; p = 0,012 za 

unilateralnu NB leziju; z = -3,10; p = 0,002 za bilateralnu NB leziju).  
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Slika 4.5. Topografija arhitekture spavanja 14 dana nakon NB lezije.  Grupna 

srednja vrednost broja epoha od 10 s budnosti, NREM i REM faze spavanja u toku 6 h 

+ standardna devijacija (SD) u motornoj (MCx) i senzomotornoj kori (SMCx) u 

fiziološkoj kontroli (A) i 14 dana nakon unilateralne (B) i bilateralne NB lezije (C). * 

statistički značajne srednje vrednosti za p ≤ 0,012. 
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4.1.3. EEG mikrostruktura spavanja 

Za potrebe dalje analize efekta NB lezije na EEG mikrostrukturu budnosti i 

spavanja, praćena je promena relativnih amplituda svih EEG frekventnih oblasti u toku 

budnosti, NREM i REM faze spavanja. Za svaku eksperimentalnu grupu (fiziološka 

kontrola, unilateralna NB lezija, bilateralna NB lezija) i za svako od prethodno 

definisanih stanja (budnost, NREM, REM), relativne EEG amplitude su prikazane kao 

grupne raspodele gustine verovatnoće odgovarajućih frekventnih opsega. 

Poređenje relativnih amplituda svih frekventnih opsega budnosti i NREM faze 

spavanja, definisanih na osnovu EEG signala senzomotorne kore, nije pokazalo 

statistički značajne razlike između unilateralne i bilateralne lezije i fiziološke kontrole 

dve nedelje nakon lezije (χ
2
 ≥ 3,27; p ≥ 0,09 za budnost; χ

2
 ≥ 0,66; p ≥ 0,06 za NREM). 

Sa druge strane, u toku REM faze spavanja došlo je do porasta teta relativne amplitude 

(Slika 4.6., leva kolona; χ
2
 = 6,67; p = 0,04), pri čemu je ova promena bila najveća i 

dostigla statističku značajnost samo u slučaju bilateralne lezije (z = -2,31; p = 0,02 u 

odnosu na fiziološku kontrolu; z = -2,01; p = 0,03 u odnosu na unilateralnu leziju). 

Tri nedelje nakon bilateralne NB lezije, REM teta relativna ampliuda je i dalje 

bila povećana (Slika 4.6., srednja kolona; χ
2
 = 6,72; p = 0,04) i u odnosu na fizološku 

kontrolu (z = -2,20; p = 0,03) i u odnosu na unilateralnu leziju (z = -2,02; p = 0,04). Ovo 

povećanje teta relativne amplitude u toku REM faze spavanja, bilo je praćeno 

smanjenjem delta relativne amplitude u toku budnosti (χ
2
 = 7,95 p = 0,02; podaci nisu 

prikazani), podjednako posle unilateralne i posle bilateralne NB lezije (z = -1,67; p = 

0,10). NREM EEG mikrostruktura nije bila promenjena (χ
2
 ≥ 1,52; p ≥ 0,06). 

Četiri nedelje nakon bilateralne NB lezije REM teta relativna amplituda se vratila 

na kontrolnu vrednost (Slika 4.6., desna kolona; χ
2
 = 4,95; p = 0,08), dok je delta 

relativna amplituda budnosti i dalje bila smanjenja (χ
2
 = 6,47; p = 0,04; podaci nisu 

prikazani). 
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Slika 4.6. Efekat NB lezije na EEG teta amplitudu u senzomotornoj kori od 14 do 28 dana nakon lezije. Grupna raspodela gustine 

verovatnoće relativne EEG teta amplitude senzomotorne kore/6 h u toku budnosti (gornji red), NREM (srednji red) i REM faze spavanja 

(donji red) nakon unilateralne (crvena linija, n = 9) i bilateralne NB lezije (zelena linija, n = 12) u odnosu na fiziološku kontrolu (plava 

linija, n = 8). p – statističke značajnosti Kruskal-Wallis testa kada je kontrastni Mann-Whitney U test odgovarajuće eksperimentalne grupe 

doprineo značajnosti. 
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Analiza EEG mikrostrukture budnosti, NREM i REM faze spavanja na osnovu 

EEG signala motorne kore je pokazala topografski različit efekat NB lezije (Slika 4.7.). 

Za razliku od senzomotorne kore, gde je dve nedelje nakon NB lezije samo bilateralna 

lezija uslovila povećanje REM teta relativne ampliude (Slika 4.6., leva kolona), u 

motornoj kori su obe lezije, unilateralna i bilateralna NB lezija, uslovile povećanje teta 

relativne amplitude, u toku budnosti (Slika 4.7., leva kolona; χ
2
 = 6,18; p = 0,05; z ≥ -

2,31; p ≤ 0,04) i u toku REM faze spavanja (Slika 4.7., leva kolona; χ
2
 = 7,62; p = 0,02; 

z ≥ -2,62; p ≤ 0,02). NREM teta relativna amplituda nije bila promenjena (Slika 4.7., 

leva kolona; χ
2
 = 1,77; p = 0,41). 

Tri nedelje nakon lezije (Slika 4.7., srednja kolona), relativne teta amplitude 

budnosti i REM faze spavanja su se vratile na kontrolne vrednosti (χ
2
 = 1,34; p = 0,51 

za relativnu teta amplitudu budnosti; χ
2
 = 4,64; p = 0,10 za REM relativnu teta 

amplitudu). Istovremeno, REM delta relativna amplituda se povećala i to samo nakon 

bilateralne NB lezije (χ
2
 = 18,09; p = 10

-4
; z = -3.16; p = 0.002 u odnosu na fiziološku 

kontrolu; podaci nisu prikazani). 

Četiri nedelje nakon NB lezije sve razlike u EEG mikrostrukturi između lezija i 

fiziološke kontrole su se izgubile. REM delta relativna amplituda, kao i teta relativne 

amplitude budnosti i REM faze spavanja su bile na kontrolnim vrednostima (Slika 4.7., 

desna kolona; χ
2
 = 0,61; p = 0,74 za teta amplitudu budnosti; χ

2
 = 0,66; p = 0,72 za 

REM delta amplitudu; χ
2
 = 1,83; p = 0,40 za REM teta amplitudu; podaci nisu 

prikazani).  
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Slika 4.7. Efekat NB lezije na EEG teta amplitudu u motornoj kori od 14 do 28 dana nakon lezije. Grupna raspodela gustine 

verovatnoće relativne EEG teta amplitude/6 h motorne kore u toku budnosti (gornji red), NREM (srednji red) i REM faze spavanja (donji 

red) nakon unilateralne (crvena linija, n = 7) i bilateralne NB lezije (zelena linija, n = 10) u odnosu na fiziološku kontrolu (plava linija, n = 

5). p – statističke značajnosti Kruskal-Wallis testa kada su oba kontrastna Mann-Whitney U testa doprinela značajnosti. 
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Poređenje relativne EEG teta amplitude senzomotorne i motorne kore u toku 

budnosti, NREM i REM faze spavanja kod fizioloških kontrola, kao i kod unilateralnih i 

bilateralnih NB lezija, je pokazalo postojanje topografije relativne teta amplitude koja je 

nezavisna od stanja (Slika 4.8.). Naime, kod sve tri eksperimentalne grupe je relativna 

teta amplituda budnosti, NREM i REM faze spavanja bila veća u senzomotornoj nego u 

motornoj kori (z ≥ -5,85; p ≤ 0,001). 
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Slika 4.8. Topografija EEG teta amplitude 14 dana nakon NB lezije. Grupna raspodela gustine verovatnoće relativne EEG teta 

amplitude/6 h senzomotorne (SMCx) i motorne kore (MCx) u toku budnosti, NREM i REM faze spavanja u fiziološkoj kontroli (gornji 

red) i 14 dana nakon unilateralne (srednji red) i bilateralne NB lezije (donji red) sa odgovarajućim grupnim relativnim EEG amplitudskim 

spektrima; p – vrednosti za Mann-Whitney U kontrastni test. 
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4.2.  Poremećaji spavanja u holinergičkoj denervaciji kore velikog 

 mozga pacova ekscitotoksičnom lezijom glavnog izvora 

 talamo-kortikalne inervacije – lezija jedra nucleus 

 pedunculopontinus tegmentalis (PPT) 

Efekat ekscitotoksične PPT lezije na arhitekturu spavanja, strukturu prelaznih 

stanja i EEG mikrostrukturu je praćen tokom perioda od pet nedelja (14, 21, 28 i 35 

dana nakon lezije), a za analizu su korišćeni EEG signali senzomotorne kore velikog 

mozga pacova. Analiza je obuhvatila sledeće eksperimentalne grupe: fiziološka kontrola 

(n = 8), unilateralna PPT lažna lezija (n = 8), bilateralna PPT lažna lezija (n = 5), 

unilateralna PPT lezija (n = 7), bilateralna PPT lezija (n = 7). 

4.2.1. Histohemijska identifikacija i kvantifikacija PPT lezije 

Za potrebe procene holinergičkog deficita izazvanog PPT lezijom, najpre su 

određene kontrolne vrednosti broja NADPH – diaforaza – pozitivnih neurona. Obzirom 

da ni za jedan od tri stereotaksička opsega statistička analiza (neparametarska 

jednofaktorska Kruskal-Wallis ANOVA sa Mann-Whitney-U post-hoc testom) nije 

pokazala značajne razlike u broju holinergičkih neurona između jedne i druge strane 

mozga fizioloških kontrola i kontrolne strane unilateralnih PPT lezija (χ
2
 ≥ 1,16; p ≥ 

0,25), ove tri grupe su objedinjene i za svaki od stereotaksičkih opsega je izračunata 

srednja vrednost broja holinergičkih neurona. Kontrolne vrednosti apsolutnog broja 

holinergičkih neurona, smatrane kao 100 %, su bile: 54,83 ± 9,40 (za stereotaksički 

opseg 6,90-7,40 mm), 75,44 ± 12,60 (za stereotaksički opseg 7,50-8,00 mm) i 89,29 ± 

15,32 (za stereotaksički opseg 8,10-8,60 mm). 

Kvantifikacija holinergičkog deficita nakon ekscitotoksične PPT lezije, urađena 

na bazi broja NADPH – diaforaza pozitivno obojenih neurona, je pokazala postojanje 

deficita kroz celokupnu antero-posteriornu dimenziju PPT jedra i kod unilaterlnih i kod  

bilateralnih PPT lezija. 

Broj NADPH – diaforaza pozitivnih neurona unilateralnih PPT lezija na svim 

stereotaksičkim koordinatama je bio statistički značajno manji u poređenju sa 

kontrolnim vrednostima (z ≥ - 3,43; p ≤ 0,002), a maksimalni deficit holinergičkih 

neurona od 41,58 ± 14,42% je bio u okviru stereotaksičkog opsega 8,10-8,60 mm 
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posteriorno od bregme. Na Slici 4.9. prikazan je tipičan primer histološke identifikacije 

unilateralne PPT lezije, kao i rezultati kvantifikacije deficita holinergičkih neurona u tri 

stereotaksička opsega. 

Broj NADPH – diaforaza pozitivno obojenih neurona svake strane mozga 

bilateralnih PPT lezija na svim stereotaksičkim koordinatama je bio statistički značajno 

manji u poređenju sa kontrolnim vrednostima (z ≥ - 3,52; p ≤ 0,005), a maksimalni 

deficit holinergičkih neurona od 31,79 ± 8,61 % na jednoj, odnosno 29,65 ± 8,35 %  na 

drugoj strani mozga je bio u okviru stereotaksičkog opsega 6,90-7,40 mm posteriorno 

od bregme. Na Slici 4.10. prikazan je tipičan primer histološke identifikacije bilateralne 

PPT lezije, kao i rezultati kvantifikacije deficita holinergičkih neurona u tri 

stereotaksička opsega. 
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Slika 4.9. Histološka identifikacija i kvantifikacija unilateralne PPT lezije. Tipičan 

primer identifikovane unilateralne PPT lezije (A) i kvantifikacija deficita holinergičkih 

neurona u tri stereotaksička opsega u PPT jedru, urađena na bazi broja NADPH – 

diaforaza pozitivno obojenih neurona (B). PPTg – nucleus pedunculopontinus 

tegmentalis; crna zvezdica označava ledirani PPTg; LDTg – nucleus tegmentum 

laterodorsalis; xscp – decussatio pedunculorum cerebellarium superiorum; MnR – 

nucleus raphe medianus. Skala 200 µm. 
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Slika 4.10. Histološka identifikacija i kvantifikacija bilateralne PPT lezije. Tipičan 

primer identifikovane bilateralne PPT lezije (A) i kvantifikacija deficita holinergičkih 

neurona u tri stereotaksička opsega u PPT jedru, urađena na bazi broja NADPH – 

diaforaza pozitivno obojenih neurona (B). Crna zvezdica označava ledirani PPTg – 

nucleus pedunculopontinus tegmentalis; LDTg – nucleus tegmentum laterodorsalis; 

xscp – decussatio pedunculorum cerebellarium superiorum; MnR – nucleus raphe 

medianus. Skala 200 µm.  
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4.2.2. Arhitektura spavanja i struktura prelaznih stanja 

Tokom perioda od 5 nedelja, koliko je praćen efekat unilateralne i bilateralne PPT 

lezije, nije bilo promena u arhitekturi spavanja (Slika 4.11. A, B; χ
2
 ≥ 0,78; p ≥ 0,17 za 

budnost; χ
2
 ≥ 0,73; p ≥ 0,34 za NREM fazu spavanja; χ

2
 ≥ 0,72; p ≥ 0,08 za REM fazu 

spavanja). 

 

 

Slika 4.11. Efekat PPT lezije na arhitekturu spavanja u senzomotornoj kori. 

Grupna srednja vrednost broja epoha od 10 s budnosti, NREM i REM faze spavanja u 

toku 6 h + standardna devijacija (SD) u senzomotornoj kori 14 dana (A) i 35 dana (B) 

nakon lezije. 

Kako analiza arhitekture spavanja nije pokazala razlike u dužini trajanja budnosti, 

NREM i REM faze spavanja između fiziološke kontrole i unilateralne ili bilateralne 
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lažne lezije ni u jednom vremenskom periodu (od 14 do 35 dana nakon operativne 

procedure) (χ
2
 ≥ 2,36; p ≥ 0,19 za budnost; χ

2
 ≥ 1,26; p ≥ 0,22 za NREM fazu spavanja; 

χ
2
 ≥ 1,33; p ≥ 0,51 za REM fazu spavanja), rezultati efekta PPT lezije u daljoj analizi su 

prikazani samo u odnosu na fiziološku kontrolu. 

U toku perioda od 5 nedelja unilateralna i bilateralna PPT lezija su izazvale 

promene u strukturi prelaznih stanja (Slika 4.12., Tabela 4.1.) iako nisu promenile 

arhitekturu spavanja. Najtipičnija i najdugotrajnija promena koja se održala tokom 

čitavog perioda od 5 nedelja, jeste povećanje broja budnost/REM i REM/budnost 

prelaza podjednako i nakon unilateralne i nakon bilateralne PPT lezije.  
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Slika 4.12. Efekat PPT lezije na strukturu prelaznih stanja u toku spavanja u senzomotornoj kori. Grupna srednja vrednost broja 

svih prelaza merenih na sat vremena u toku 6 h spavanja 14 dana (A) i 35 dana (B) nakon unilateralne (crvena linija) i bilateralne PPT 

lezije (zelena linija) u odnosu na fiziološku kontrolu (plava linija).  ** p ≤ 10
-4

.  
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Na samom početku, dve nedelje nakon PPT lezije (Tabela 4.1., Slika 4.12. A), 

broj prelaza budnost/NREM se smanjio, jednako i posle unilateralne i posle bilateralne 

PPT lezije (χ
2
 = 20,47; p = 10

-4
; z ≥ -3,64; p = 10

-4
), dok se broj prelaza NREM/budnost 

smanjio samo nakon unilateralne PPT lezije (χ
2
 = 19,01; p = 10

-4
; z = -4,20; p = 10

-4
). 

Istovremeno, broj prelaza budnost/REM i REM/budnost se povećao nakon obe lezije (χ
2
 

≥ 18,05; p = 10
-4

; z ≥ -4,03; p ≤ 0,01). 

Tri nedelje nakon PPT lezije (Tabela 4.1.) broj prelaza budnost/NREM i 

NREM/budnost se vratio na kontrolne vrednosti (χ
2
 ≥ 0,45; p ≥ 0,69). Istovremeno, 

porast broja prelaza budnost/REM i REM/budnost nakon obe lezije (χ
2
 ≥ 30,69; p = 10

-4
; 

z ≥ -5,48; p ≤ 0,004) je dodatno bio praćen porastom broja prelaza NREM/REM i 

REM/NREM i u unilateralnoj i bilateralnoj leziji (χ
2
 ≥ 7,53; p ≤ 0,02; z ≥ -2,89; p ≤ 

0,03). 

Četiri nedelje nakon PPT lezije (Tabela 4.1.) broja prelaza budnost/REM i 

REM/budnost je i dalje bio povećan nakon obe lezije (χ
2
 ≥ 45,56; p = 10

-4
; z ≥ -5,13; p 

= 10
-4

) i praćen smanjenjem broja prelaza NREM/REM i REM/NREM samo nakon 

bilateralne PPT lezije (χ
2
 ≥ 24,53; p = 10

-4
; z ≥ -6,03; p = 10

-4
). 

Pet nedelja nakon PPT lezije (Tabela 4.1., Slika 4.12. B) povećanje broja prelaza 

budnost/REM i REM/budnost izazvano i unilateralnom i bilateralnom lezijom se i dalje 

održalo (χ
2
 ≥ 39,62; p = 10

-4
; z ≥ -5,50; p ≤ 0,001), zajedno sa smanjenjem broja prelaza 

NREM/REM i REM/NREM samo nakon bilateralne lezije (χ
2
 ≥ 27,07; p = 10

-4
; z ≥ -

5,33; p = 10
-4

). 
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Tabela 4.1. Efekat PPT lezije na strukturu prelaznih stanja u toku spavanja u senzomotornoj kori. Grupna srednja vrednost broja 

svih prelaza merenih na sat vremena u toku 6 h spavanja ± standardna greška (SE) od 14 do 35 dana nakon lezije. * statistički značajne 

srednje vrednosti za p ≤ 0,03. 

 

 Budnost/NREM NREM/Budnost Budnost/REM REM/Budnost NREM/REM REM/NREM 

14 dana       

 Kontrola 29,10 ± 1,82 27,50 ± 1,75 6,39 ± 0,72 7,73 ± 0,52 54,07 ± 3,41 52,55 ± 3,25 

 Unilateralna PPT lezija   16,61 ± 1,89  ⃰   16,04 ± 1,31  ⃰ 15,28 ± 1,61  ⃰ 15,72 ± 1,68  ⃰ 63,94 ± 5,76  65,50 ± 6,41 

 Bilateralna PPT lezija   17,00 ± 2,00  ⃰ 27,38 ± 2,77 10,33 ± 0,97  ⃰ 11,00 ± 0,94  ⃰ 44,88 ± 4,45 52,11 ± 5,99 

21 dan       

 Kontrola 31,53 ± 2,43 29,07 ± 2,49  6,04 ± 0,68 9,73 ± 0,71 45,73 ± 3,24 43,40 ± 3,31 

 Unilateralna PPT lezija 28,89 ± 3,10 29,17 ± 3,00  32,33 ± 3,30  ⃰ 29,96 ± 2,78  ⃰    58,83 ± 4,65  ⃰   60,87 ± 4,71  ⃰ 

 Bilateralna PPT lezija 29,11 ± 2,94 26,17 ± 2,27   17,11 ± 2,65  ⃰ 18,28 ± 2,49  ⃰    64,04 ± 6,00  ⃰   65,13 ± 6,84  ⃰ 

28 dana       

 Kontrola 25,08 ± 2,55 24,50 ± 2,40 5,83 ± 0,76 7,22 ± 0,84 56,57 ± 2,61 55,67 ± 2,82 

 Unilateralna PPT lezija 25,78 ± 3,15 25,54 ± 2,49 54,50 ± 3,88  ⃰ 48,67 ± 3,38  ⃰ 61,75 ± 6,04 65,96 ± 6,17 

 Bilateralna PPT lezija 23,03 ± 1,73 24,71 ± 2,19 12,38 ± 1,09  ⃰ 13,19 ± 0,96  ⃰   36,07 ± 2,66  ⃰   27,22 ± 1,74  ⃰ 

35 dana       

 Kontrola 31,64 ± 1,51 28,94 ± 1,53 8,46 ± 0,82 11,33 ± 0,85 53,08 ± 2,90 54,63 ± 3,38 

 Unilateralna PPT lezija 25,28 ± 2,11 25,08 ± 2,25 53,17 ± 3,47  ⃰    47,50 ± 3,20  ⃰ 59,58 ± 6,08 62,67 ± 6,37 

 Bilateralna PPT lezija 30,07 ± 2,85 30,57 ± 2,76 23,50 ± 3,39  ⃰   22,14 ± 2,12  ⃰   32,10 ± 2,30  ⃰   28,31 ± 1,90  ⃰ 
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4.2.3. EEG mikrostruktura spavanja 

PPT lezija je izazvala značajne promene EEG mikrostrukture budnosti, NREM i 

REM faze spavanja. Ove promene, generalno izražene kao povećanje amplitude viših 

frekventinih opsega (beta i gama amplitude) i smanjenje amplitude nižih frekventnih 

opsega (delta amplituda), odnosno kao povećana aktivacija kore velikog mozga tokom 

svih faza budnosti i spavanja, su trajale pet nedelja. 

Na samom početku, dve nedelje nakon PPT lezije, unilateralna lezija je izazvala 

povećanje relativne teta amplitude u budnosti (Slika 4.13., χ
2
 = 6,33; p = 0,04) i 

relativne beta amplitude u toku REM faze spavanja (Slika 4.15., χ
2
 = 20,08; p = 10

-4
). 

Tri nedelje nakon unilateralne PPT lezije teta amplituda budnosti je i dalje bila 

povećana (χ
2
 = 13,55; p = 0,001) i njen porast je bio praćen smanjenjem delta amplitude 

budnosti (χ
2
 = 11,44; p = 0,003). Ovako izmenjenja EEG mikrostruktura budnosti 

(smanjena delta amplituda i povećana teta amplituda), izazvana unilateralnom lezijom, 

održala se do kraja perioda od pet nedelja (Slika 4.13., χ
2
 ≥ 10,23; p ≤ 0,006 za delta 

amplitudu; χ
2
 ≥ 6,33; p ≤ 0,04 za teta amplitudu). 

Bilateralna PPT lezija je izazvala povećanje beta amplitude budnosti (Slika 4.13.), 

NREM (Slika 4.14.) i REM (Slika 4.15.) faze spavanja, koje je trajalo od 14 do 35 dana 

nakon lezije (χ
2
 ≥ 8,22; p ≤ 0,02 za budnost; χ

2
 ≥ 11,09; p ≤ 0,004 za NREM; χ

2
 ≥ 7,98; 

p ≤ 0,02 za REM). Ovaj dugotrajni, generalizovani porast beta amplitude je dve nedelje 

nakon lezije bio praćen smanjenjem delta amplitude u toku NREM faze spavanja (Slika 

4.14., χ
2
 = 7,27; p = 0,03). Tri nedelje nakon bilateralne lezije, uz sve prethodne 

promene EEG mikrostrukure, dodatno se javlja i smanjenje delta amplitude budnosti (χ
2
 

= 11,44; p = 0,003). Smanjenje delta amplitude budnosti i NREM faze spavanja, kao i 

povećanje gama amplitude u toku REM faze spavanja je trajalo do kraja perioda od pet 

nedelja (Slika 4.13., χ
2
 ≥ 12,94; p ≤ 0,006 za delta amplitudu budnosti; Slika 4.14., χ

2
 ≥ 

7,27; p ≤ 0,03 za delta ampliutudu NREM faze spavanja; Slika 4.15., χ
2
 ≥ 6,60; p ≤ 0,04 

za gama amplitudu REM faze spavanja).    
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Slika 4.13. Efekat PPT lezije na EEG mikrostrukturu budnosti u senzomotornoj kori. Grupna raspodela gustine verovatnoće relativne 

EEG delta, teta i beta amplitude senzomotorne kore/6 h u toku budnosti 14 dana (gornji red) i 35 dana (donji red) nakon unilateralne 

(crvena linija, n = 7 za termin 14 dana; n = 6 za termin 35 dana) i bilateralne PPT lezije (zelena linija, n = 7 za termine 14 i 35 dana) u 

odnosu na fiziološku kontrolu (plava linija, n = 8 za termin 14 dana; n = 5 za termin 35 dana). p – statističke značajnosti Kruskal-Wallis 

testa kada su oba kontrastna Mann-Whitney U testa doprinela značajnosti; p, p – statističke značajnosti Kruskal-Wallis testa kada je 

kontrastni Mann-Whitney U test odgovarajuće eksperimentalne grupe doprineo značajnosti. 
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Slika 4.14. Efekat PPT lezije na EEG mikrostrukturu NREM faze spavanja u senzomotornoj kori. Grupna raspodela gustine 

verovatnoće relativne EEG delta, beta i gama amplitude senzomotorne kore/6 h u toku NREM faze spavanja 14 dana (gornji red) i 35 dana 

(donji red) nakon unilateralne (crvena linija, n = 7 za termin 14 dana; n = 6 za termin 35 dana) i bilateralne PPT lezije (zelena linija, n = 7 

za termine 14 i 35 dana) u odnosu na fiziološku kontrolu (plava linija, n = 8 za termin 14 dana; n = 5 za termin 35 dana). p – statističke 

značajnosti Kruskal-Wallis testa kada je kontrastni Mann-Whitney U test odgovarajuće eksperimentalne grupe doprineo značajnosti. 
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Slika 4.15. Efekat PPT lezije na EEG mikrostrukturu REM faze spavanja u senzomotornoj kori. Grupna raspodela gustine 

verovatnoće relativne EEG teta, beta i gama amplitude senzomotorne kore/6 h u toku REM faze spavanja 14 dana (gornji red) i 35 dana 

(donji red) nakon unilateralne (crvena linija, n = 7 za termin 14 dana; n = 6 za termin 35 dana) i bilateralne PPT lezije (zelena linija, n = 7 

za termine 14 i 35 dana) u odnosu na fiziološku kontrolu (plava linija, n = 8 za termin 14 dana; n = 5 za termin 35 dana). p – statističke 

značajnosti Kruskal-Wallis testa kada su oba kontrastna Mann-Whitney U testa doprinela značajnosti; p – statističke značajnosti Kruskal-

Wallis testa kada je kontrastni Mann-Whitney U test odgovarajuće eksperimentalne grupe doprineo značajnosti. 
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4.3.  Topografske razlike poremećaja spavanja u degeneracijama 

 funkcionalno različitih holinergičkih inervacija kore velikog 

 mozga pacova 

 

Rezultati prethodnih analiza poremećaja u toku spavanja, izazvanih 

ekscitotoksičnom lezijom dva funkcionalno različita izvora holinergičke inervacije kore 

velikog mozga pacova, su pokazali da su u oba modela holinergičke neuropatologije 

bilateralne lezije izazvale daleko veće i dugotrajnije poremećaje u poređenju sa 

unilateralnim lezijama. Stoga su za potrebe topografske analize razlika poremećaja u 

ovim modelima holinergičkih degeneracija poređeni efekti samo bilateralnih NB i PPT 

lezija. Korišćenjem EEG signala motorne i senzomotorne kore fiziološke kontrole (n = 

8), bilateralne NB lezije (n = 12) i bilateralne PPT lezije (n = 7) analizirane su 

topografske razlike u arhitekturi spavanja, strukturi prelaznih stanja i EEG 

mikrostrukturi budnosti, NREM i REM faze spavanja u periodu od 14 do 28 dana nakon 

lezije. 

4.3.1. Topografske razlike arhitekture spavanja i strukture prelaznih stanja 

Analiza arhitekture spavanja je pokazala postojanje razlika u efektima bilateralne 

NB i bilateralne PPT lezije. Za razliku od bilateralne PPT lezije koja nije izmenila 

arhitekturu spavanja u periodu od 14 do 28 dana nakon lezije, bilaterlna NB lezija je 

izazvala poremene u dužini trajanja budnosti, NREM i REM faze spavanja, pri čemu su 

te promene bile topografski različito izražene. 

Tokom perioda od četiri nedelje bilateralna NB lezija je samo privremeno 

promenila arhitekturu spavanja u senzomotornoj kori (Slika 4.16. A-C). Dve nedelje 

nakon bilateralne NB lezije (Slika 4.16. A) broj epoha budnosti se smanjio (χ
2
 = 8,51; p 

= 0,01), a broj epoha NREM faze spavanja se povećao (χ
2
 = 9,02; p = 0,01). U periodu 

od 21 do 28 dana nakon lezije (Slike 4.16. B, C) dužina trajanja budnosti, NREM i 

REM faze spavanja nakon bilateralne NB lezije se nije razlikovala u poređenju sa 

bilateralnom PPT lezijom i fiziološkom kontrolom (χ
2
 ≥ 0,66; p ≥ 0,25). 
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Nasuprot promeni dužine trajanja budnosti i NREM faze spavanja u 

senzomotornoj kori dve nedelje nakon bilateralne NB lezije (Slika 4.16. A-C), u 

motornoj kori je došlo do smanjenja broja epoha budnosti (χ
2
 = 8,28; p = 0,02) i 

povećanja broja epoha REM faze spavanja (Slika 4.16. D; χ
2
 = 9,35; p = 0,01). Ova 

promena je kao i u senzomotornoj kori bila privremena, tako da se arhitektura spavanja 

već od 21. dana nakon bilateralne NB lezije nije razlikovala u poređenju sa bilateralnom 

PPT lezijom i fiziološkom kontrolom (Slika 4.16. E, F; χ
2
 ≥ 0,87; p ≥ 0,06). 
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Slika 4.16. Topografija arhitekture spavanja 14-28 dana nakon bilateralne NB i bilateralne PPT lezije. Grupna srednja vrednost 

broja epoha od 10 s budnosti, NREM i REM faze spavanja u toku 6 h + standardna devijacija (SD) u senzomotornoj (A-C) i motornoj kori 

(D-F) od 14 do 28 dana nakon bilateralne NB i bilateralne PPT lezije u odnosu na fiziološku kontrolu. 
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Razlike u efektima bilateralne NB i bilateralne PPT lezije su se iskazale i kroz 

promene u strukturi prelaznih stanja. Bilateralna PPT lezija je izazvala dugotrajni porast 

broja prelaza budnost/REM i REM/budnost, podjednako izražen u obe kore, dok je 

bilateralna NB lezija dugotrajno promenila broj NREM/REM i REM/NREM prelaza, sa 

topografski različito izaženim smerom promene (pad u senzomotornoj kori, porast u 

motornoj kori). Topografija strukture prelaznih stanja od 14 do 28 dana nakon 

bilateralne NB i bilateralne PPT lezije, u odnosu na fiziološku kontrolu, prikazana je u 

Tabeli 4.2. 

Tokom perioda od 14 do 28 dana nakon lezije, bilateralna NB lezija je u 

senzomotornoj kori dugotrajno smanjila broj NREM/REM i REM/NREM prelaza 

(Tabela 4.2., χ
2
 ≥ 17,08; p ≤ 10

-4
), dok je bilateralna PPT lezija dugotrajno povećala 

broj budnost/REM i REM/budnost prelaza (Tabela 4.2., χ
2
 ≥ 13,68; p ≤ 0,001). Pored 

povećanog broja budnost/REM i REM/budnost prelaza, koji se održao tokom četiri 

nedelje, bilateralna PPT lezija je najpre izazvala privremeno povećanje broja 

NREM/REM i REM/NREM prelaza 21 dan nakon lezije (z ≥ -2,59; p ≤ 0,01), a zatim 

se 28 dana nakon lezije njihov broj smanjio u odnosu na fiziološku kontrolu (z ≥ -6,00; 

p ≤ 10
-4

) i time izjednačio sa brojem prelaza smanjenim nakon bilateralne NB lezije (z ≥ 

-1,21; p ≥ 0,23).  

Za razliku od senzomotorne kore gde je bilateralna NB lezija izazvala dugotrajno 

smanjenje broja NREM/REM i REM/NREM prelaza, u motornoj kori je izazvala 

povećanje broja ovih prelaza tokom čitavog perioda od 14 do 28 dana nakon lezije 

(Tabela 4.2., χ
2
 ≥ 23,30; p ≤ 10

-4
). Efekat bilateralne PPT lezije u motornoj kori je, kao 

i u senzomotornoj kori, bio izražen kao dugotrajno povećanje broja budnost/REM i 

REM/budnost prelaza (Tabela 4.2., χ
2
 ≥ 9,89; p ≤ 0,01). Ovo povećanje broja 

budnost/REM i REM/budnost prelaza bilo je praćeno povećanjem broja NREM/REM i 

REM/NREM prelaza od 14 do 21 dana nakon bilateralne PPT lezije (Tabela 4.2., z ≥ -

5,47; p ≤ 0,02). 
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Tabela 4.2.  Topografija strukture prelaznih stanja u toku spavanja nakon bilateralne NB i bilateralne PPT lezije. Grupna srednja 

vrednost broja svih prelaza merenih na sat vremena u toku 6 h spavanja ± standardna greška (SE) od 14 do 28 dana nakon lezija u 

senzomotornoj (SMCx) i motornoj kori (MCx).  * statistički značajne srednje vrednosti za p ≤ 0,01. 

 Budnost/NREM NREM/Budnost Budnost/REM REM/Budnost NREM/REM REM/NREM 

  SMCx       

14 dana       

   Kontrola 29,10 ± 1,82 27,50 ± 1,75 6,39 ± 0,72 7,73 ± 0,52 54,07 ± 3,41 52,55 ± 3,25 

   Bilateralna  NB lezija 27,75 ± 1,33 26,40 ± 1,40 6,10 ± 0,75    6,17 ± 0,49 *    31,56 ± 1,78 *    35,04 ± 2,12 * 

   Bilateralna  PPT lezija    17,00 ± 2,00 * 27,38 ± 2,77  10,33 ± 0,97 *  11,00 ± 0,94 * 44,88 ± 4,45 52,11 ± 5,99 

21 dan       

   Kontrola 31,53 ± 2,43 29,07 ± 2,49 6,04 ± 0,68 9,73 ± 0,71 45,73 ± 3,24 43,40 ± 3,31 

   Bilateralna  NB lezija 24,27 ± 1,26 22,02 ± 1,26 6,21 ± 0,74 8,63 ± 0,80    34,30 ± 1,48 *   31,97 ± 1,48 * 

   Bilateralna  PPT lezija 29,11 ± 2,94 26,17 ± 2,27  17,11 ± 2,65 *  18,28 ± 2,49 *    64,04 ± 6,00 *   65,13 ± 6,84 * 

28 dana       

   Kontrola 25,08 ± 2,55 24,50 ± 2,40 5,83 ± 0,76 7,22 ± 0,84 56,57 ± 2,61 55,67 ± 2,82 

   Bilateralna  NB lezija 28,20 ± 2,73 24,33 ± 2,40 5,20 ± 0,75 6,89 ± 0,80    30,93 ± 2,75 *    31,92 ± 3,02 * 

   Bilateralna  PPT lezija 23,03 ± 1,73 24,71 ± 2,19  12,38 ± 1,09 *  13,19 ± 0,96 *    36,07 ± 2,66 *    27,22 ± 1,74 * 

  MCx       

14 dana       

   Kontrola 27,08 ± 2,46 25,92 ± 2,15 15,11 ± 1,23 13,21 ± 1,09 70,88 ± 6,15 69,75 ± 6,31 

   Bilateralna  NB lezija 22,75 ± 1,41   21,29 ± 1,32 *   11,92 ± 1,26 * 13,53 ± 1,16  105,79 ± 2,73 *  104,29 ± 2,61 * 

   Bilateralna  PPT lezija 30,81 ± 2,44 31,58 ± 2,21   20,44 ± 1,62 *   17,94 ± 1,32 *   87,00 ± 3,75 *    87,93 ± 3,76 * 

21 dan       

   Kontrola 27,54 ± 2,58 26,00 ± 2,45  7,44 ± 1,21 10,89 ± 1,17 40,33 ± 3,41 36,83 ± 3,40 

   Bilateralna  NB lezija 23,00 ± 2,62 23,61 ± 2,70   20,72 ± 2,34 * 13,89 ± 1,63    86,79 ± 5,66 *    87,38 ± 5,56 * 

   Bilateralna  PPT lezija 29,22 ± 3,86 25,38 ± 3,02   23,56 ± 2,36 *   22,94 ± 2,40 *  100,29 ± 4,56 *  100,17 ± 4,86 * 

28 dana       

   Kontrola 34,00 ± 2,36 29,29 ± 2,34 10,83 ± 1,36 11,79 ± 1,14 79,27 ± 4,42 75,77 ± 4,67 

   Bilateralna  NB lezija   17,78 ± 1,47 *   17,40 ± 1,58 *     7,90 ± 0,99 *  9,50 ± 0,86  111,06 ± 4,35 *  109,33 ± 4,51 * 

   Bilateralna  PPT lezija   27,39 ± 3,44 * 25,22 ± 3,15   14,77 ± 0,99 *   16,27 ± 1,21 * 76,37 ± 4,89 74,90 ± 4,95 
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4.3.2. EEG mikrostruktura spavanja 

Iako nije bilo dugotrajne promene u arhitekturi spavanja tokom perioda od četiri 

nedelje, EEG mikrostruktura budnosti, NREM i REM faze spavanja je bila dugotrajno 

izmenjena nakon bilateralne NB i bilateralne PPT lezije (Slike 4.17. - 4.19.). 

Dve nedelje nakon bilateralne PPT lezije u senzomotornoj kori je došlo do pada 

delta amplitude (Slika 4.17. A; χ
2
 = 6,70; p = 0,04) i porasta beta i gama amplitude u 

budnosti (Slika 4.17. C, D; χ
2
 = 14,84; p = 10

-4
 za beta amplitudu; χ

2
 = 8,04; p = 0,02 za 

gama amplitudu). Ove promene delta i beta amplitude u budnosti, izazvane bilateralnom 

PPT lezijom, su se održale tokom čitavog perioda od četiri nedelje (χ
2
 ≥ 6,40; p ≤ 0,04), 

kada je i bilateralna NB lezija izazvala smanjenje delta amplitude i porast beta 

amplitude, jednako kao i PPT lezija (Slika 4.17. A; z = -1,25; p = 0,21 za delta 

amplitudu; Slika 4.17. C; z = -0,27; p = 0,79 za beta amplitudu). 

Samo je bilateralna PPT lezija promenila EEG mikrostrukturu tokom NREM faze 

spavanja u senzomotornoj kori (Slika 4.18.). Dugotrajni porast beta amplitude tokom 

perioda od četiri nedelje (Slika 4.18. C; χ
2
 ≥ 6,44; p ≤ 0,04) bio je praćen prolaznim 

padom delta amplitude 14 dana nakon lezije (Fig 4.18. A; χ
2
 = 9,86; p = 0,01) i 

porastom gama amplitude u periodu od 14 do 21 dan nakon lezije (Slika 4.18. D; χ
2
 ≥ 

10,18; p ≤ 0,01). 

U toku REM faze spavanja (Slika 4.19.) bilateralna NB lezija je povećala 

relativnu teta amplitudu u senzomotornoj kori u periodu od tri nedelje (Slika 4.19. B; χ
2
 

≥ 7,41; p ≤ 0,03), koja se nakon toga vratila na kontrolnu vrednost (χ
2
 = 1,01; p = 0,60), 

dok je bilateralna PPT lezija izazvala dugotrajno povećanje beta i gama relativne 

amplitude u trajanju od četiri nedelje (Slika 4.19. C, D; χ
2
 ≥ 6,59; p ≤ 0,04). 

Dve nedelje nakon lezije, u motornoj kori je došlo do porasta teta amplitude u 

budnosti (Slika 4.17. B; χ
2
 = 8,42; p = 0,02) i to podjednako nakon bilateralne NB i 

bilateralne PPT lezije (z ≥ -2,97; p ≤ 0,04). Međutim, ovaj porast je bio privremen i tri 

nedelje nakon obe lezije teta amplituda se vratila na kontrolne vrednosti (Slika 4.17. B; 

χ
2
 = 1,65; p = 0,44). U isto vreme, bilateralna PPT lezija je izazvala povećanje beta 

amplitude (Slika 4.17 C; χ
2
 = 7,79; p = 0,02), koje je trajalo četiri nedelje (χ

2
 ≥ 7,79; p 



 

89 
 

≤ 0.02). Ovo povećanje beta amplitude je četiri nedelje nakon lezije bilo praćeno 

smanjenjem delta amplitude (Slika 4.17. A; χ
2
 = 9,14; p = 0,01). 

U toku NREM faze spavanja je dve nedelje nakon bilateralne NB lezije došlo do 

porasta delta amplitude (Slika 4.18. A; χ
2
 = 23,29; p = 10

-4
) i pada beta i gama 

amplitude (Slika 4.18. C, D; χ
2
 = 28,29; p = 10

-4
 za beta amplitudu; χ

2
 = 19,50; p = 10

-4
 

za gama amplitudu). Tri nedelje nakon bilateralne PPT lezije pad delta i teta amplitude 

(Slika 4.18. A, B; χ
2
 = 11,01; p = 10

-4
 za delta amplitudu; χ

2
 = 12,48; p = 10

-4
 za teta 

amplitudu) je bio praćen porastom beta i gama amplitude (Slika 4.18. C, D; χ
2
 = 19,52; 

p = 10
-4

 za beta amplitudu; χ
2
 = 12,17; p = 10

-4
 za gama amplitudu). Četiri nedelje 

nakon lezija jedina promena u EEG mikrostrukturi NREM faze spavanja bila je 

povećana teta amplituda izazvana bilateralnom NB lezijom (Slika 4.18. B; χ
2
 = 9,05; p 

= 0,01), dok se  bilateralna PPT lezija nije razlikovala od fiziološke kontrole (z ≥ -1,44; 

p ≥ 0,15).  

Bilateralna NB lezija je na samom početku, dve nedelje nakon lezije, privremeno 

izmenila EEG mikrostrukturu REM faze spavanja, tako što je povećala teta amplitudu u 

motornoj kori (Slika 4.19. B; χ
2
 = 7,74; p = 0,02). Tri nedelje nakon lezije porast delta 

amplitude (Slika 4.19. A; χ
2
 = 11,55; p = 10

-4
) je bio praćen padom beta amplitude 

(Slika 4.19. C; χ
2
 = 9,22; p = 0,01). Četiri nedelje nakon bilateralne NB lezije, EEG 

mikrostruktura REM faze spavanja se nije razlikovala od fiziološke kontrole (z ≥ -0,70; 

p ≥ 0,49). 

Dve nedelje nakon bilateralne PPT lezije, delta amplituda REM faze spavanja je 

bila smanjena (Slika 4.19. A; χ
2
 =15,79; p = 10

-4
), dok su sigma, beta i gama amplitude 

bile povećane (Slika 4.19. C, D; χ
2
 ≥ 8,85; p ≤ 0,01 za beta i gama amplitudu; podaci za 

sigma amplitudu nisu prikazani). Tri nedelje nakon bilateralne PPT lezije samo je teta 

amplituda bila smanjena (Slika 4.19. B; χ
2
 = 7,43; p = 0,02). Četiri nedelje nakon lezije 

beta i gama amplituda su i dalje bile povećane (Slika 4.19. C, D; χ
2
 ≥ 8,34; p≤ 0,02). 

 

 

  



 

90 
 

 
Slika 4.17. Topografija EEG mikrostrukture budnosti od 14 do 28 dana nakon bilateralne NB i bilateralne PPT lezije u odnosu na 

fiziološku kontrolu. Grupna raspodela gustine verovatnoće relativne EEG delta (A), teta (B), beta (C) i gama (D) amplitude/6 h u toku 

budnosti u senzomotornoj (SMCx) i motornoj kori (MCx). p – statističke značajnosti Kruskal-Wallis testa kada su oba kontrastna Mann-

Whitney U testa doprinela značajnosti; p – statističke značajnosti Kruskal-Wallis testa kada je kontrastni Mann-Whitney U test 

odgovarajuće eksperimentalne grupe doprineo značajnosti. 
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Slika 4.18. Topografija EEG mikrostrukture NREM faze spavanja od 14 do 28 dana nakon bilateralne NB i bilateralnе PPT lezije 

u odnosu na fiziološku kontrolu. Grupna raspodela gustine verovatnoće relativne EEG delta (A), teta (B), beta (C) i gama (D) 

amplitude/6 h u toku budnosti u senzomotornoj (SMCx) i motornoj kori (MCx). p, p – statističke značajnosti Kruskal-Wallis testa kada je 

kontrastni Mann-Whitney U test odgovarajuće eksperimentalne grupe doprineo značajnosti. 
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Slika 4.19. Topografija EEG mikrostrukture REM faze spavanja od 14 do 28 dana nakon bilateralne NB i bilateralnе PPT lezije u 

odnosu na fiziološku kontrolu. Grupna raspodela gustine verovatnoće relativne EEG delta (A), teta (B), beta (C) i gama (D) amplitude/6 

h u toku budnosti u senzomotornoj (SMCx) i motornoj kori (MCx). p, p – statističke značajnosti Kruskal-Wallis testa kada je kontrastni Mann-

Whitney U test odgovarajuće eksperimentalne grupe doprineo značajnosti.  



 

93 
 

4.4.  Poremećaji REM faze spavanja u talamo-kortikalnoj 

 denervaciji velikog mozga pacova (PPT lezija) 
 

Prethodna analiza poremećaja u toku spavanja izazvanih ekscitotoksičnom 

lezijom talamo-kortikalnog izvora holinergičke inervacije kore velikog mozga pacova je 

ukazala da se u graficima razdvajanja grupisanja faza spavanja kod pacova sa 

bilateralnom PPT lezijom u okviru grupisanja REM epoha od 10 s javljaju dva 

podgrupisanja (REM1 i REM2), koja se razlikuju po EMG snazi (Slika 4.20.). Kako 

PPT ima funkciju u kontroli celokupnog REM fenomena, uključujući i motornu 

kontrolu, koja u slučaju REM faze spavanja podrazumeva pojavu atonije 

antigravitacione muskulature, oštećenje ovog jedra može imati za posledicu izdvajanje 

dva podgrupisanja REM epoha različite EMG snage (REM1 – REM bez atonije i REM2 

– REM sa atonijom). Prisustvo REM1 epoha, odnosno REM epoha bez atonije, 

predstavlja poremećaj ponašanja u REM fazi spavanja, odnosno patološki REM i važan 

je znak početka neurodegenerativnih bolesti poput AB i PB. Stoga smo pokušali da 

korišćenjem EEG signala motorne i senzomotorne kore fiziološke kontrole (n = 16) i 

bilateralne PPT lezije (n = 17), kroz analizu arhitekture spavanja, strukture prelaznih 

stanja, EEG mikrostrukture i kotriko-muskularnih koherencija, pokažemo da su REM1 i 

REM2 podgrupisanja, koja se pojavljuju u graficima razdvajanja grupisanja faza 

spavanja kao posledica bilateralne PPT lezije, dva funkcionalno različita REM stanja. 
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Slika 4.20. Tipični primeri finalnih grafika razdvajanja grupisanja faza spavanja. 

Finalni grafici razdvajanja grupisanja epoha od 5 s budnosti, NREM i REM faze 

spavanja u senzomotornoj (SMCx) i motornoj kori (MCx) tokom 6 h spavanja kod 

fiziološke kontrole (K9) i bilateralno lediranog pacova (BPPT10). Svaki simbol 

predstavlja jednu epohu trajanja 5 s. Epohe budnosti (W grupisanje, krstići) su 

prenešene iz prethodnog razdvajanja budnosti i spavanja; NR grupisanje (kružići) – 

epohe NREM faze spavanja; R1, R2 podgrupisanja (tačkice) - epohe REM1 i REM2 

faze spavanja. 

 

4.4.1. Topografske razlike trajanja i strukture prelaznih stanja REM faze 

spavanja nakon bilateralne PPT lezije 

Bilateralna PPT lezija nije izmenila arhitekturu spavanja u senzomotornoj kori 

dve nedelje nakon lezije (Slika 4.21. A). Dužina trajanja budnosti, NREM, REM, 

REM1 i REM2 faze spavanja se nisu razlikovale u poređenju sa fiziološkom kontrolom 
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(z ≥ -0,69; p ≥ 0,52). Sa druge strane, u motornoj kori se povećala dužina trajanja REM 

faze spavanja (z = -2,31; p = 0,02) na račun povećanja dužine trajanja REM1 faze (z = -

2,62; p = 0,006), dok se trajanje budnosti i NREM spavanja nisu promenili (Slika 4.21. 

B; z ≥ -1,24; p ≥ 0,24). 

 

 

Slika 4.21. Topografija arhitekture spavanja 14 dana nakon bilateralne PPT lezije. 

Grupna srednja vrednost broja epoha od 10 s budnosti, NREM, REM, REM1 i REM2 

faze spavanja u toku 6 h + standardna devijacija (SD) u senzomotornoj (A) i motornoj 

kori (B) 14 dana nakon bilateralne PPT lezije u odnosu na fiziološku kontrolu. * 

statistički značajne srednje vrednosti za p ≤ 0,02. 
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Analiza strukture prelaznih stanja u toku spavanja je pokazala da je bilateralna 

PPT lezija u obe kore izazvala povećanje broja budnost/REM i REM/budnost prelaza (z 

≥ -6,43; p ≤ 0,001), pri čemu je porast broja ovih prelaza nastao usled porasta broja 

budnost/REM1 i REM1/budnost prelaza (z ≥ -4,25; p ≤ 0,02, Slika 4.22. A i Slika 4.23. 

A, Tabela 4.3.). Istovremeno, bilateralna PPT lezija je u obe kore izazvala i povećanje 

broja NREM/REM i REM/NREM prelaza (z ≥ -4,24; p ≤ 0,005), pri čemu je ova 

promena nastala usled povećanja broja NREM/REM2 i REM2/NREM prelaza (z ≥ -

4,90; p ≤ 10
-4

, Slika 4.22. B i Slika 4.23. B, Tabela 4.4.). 
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Slika 4.22. Struktura prelaznih stanja u toku spavanja u senzomotornoj kori 14 dana nakon bilateralne PPT lezije. Grupna srednja 

vrednost broja budnost/REM/budnost (A) i NREM/REM/NREM (B) prelaza merenih na sat vremena tokom 6 h spavanja  u senzomotornoj 

kori 14 dana nakon bilateralne PPT lezije (BiPPT lezija) u odnosu na fiziološku kontrolu (Kontrola). ** p ≤ 10
-4

; * p ≤ 0,02. 
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Slika 4.23. Struktura prelaznih stanja u toku spavanja u motornoj kori 14 dana nakon bilateralne PPT lezije. Grupna srednja 

vrednost broja budnost/REM/budnost (A) i NREM/REM/NREM (B) prelaza merenih na sat vremena tokom 6 h spavanja u motornoj kori 

14 dana nakon bilateralne PPT lezije (BiPPT lezija) u odnosu na fiziološku kontrolu (Kontrola). ** p ≤ 10
-4

; * p ≤ 0,02. 
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Tablela 4.3. Struktura budnost/REM/budnost prelaza u toku spavanja 14 dana nakon bilateralne PPT lezije (BiPPT lezija). Grupna 

srednja vrednost broja budnost/REM/budnost prelaza merenih na sat vremena u toku 6 h spavanja ± standardna greška (SE) 14 dana nakon 

lezije u senzomotornoj (SMCx) i motornoj kori (MCx). * statistički značajne srednje vrednosti za p ≤ 0,02. 

 

 Budnost/REM REM/Budnost Budnost/REM1 REM1/Budnost Budnost/REM2 REM2/Budnost 

SMCx       

  Kontrola 10,19 ± 0,91 11,60 ± 0,78 4,40 ± 0,45 5,20 ± 0,44 11,80 ± 1,28 11,10 ± 1,17 

  BiPPT lezija   27,28  ± 2,16 *    26,62 ± 2,06 *   8,61 ± 0,91*    9,50 ± 0,92 * 12,73 ± 1,36 11,60 ± 1,00 

MCx       

  Kontrola 16,37 ± 0,80 16,46 ± 0,77 5,29 ± 0,54 5,40 ± 0,40 11,38 ± 0,71 11,07 ± 0,62 

  BiPPT lezija    22,48 ± 1,41 *    22,87 ± 1,43 *   8,47 ±1,01 *    8,75 ± 0,80 * 13,39 ± 0,63 11,02 ± 0,59 

  

 

Tabela 4.4. Struktura NREM/REM/NREM prelaza u toku spavanja 14 dana nakon bilateralne PPT lezije (BiPPT lezija). Grupna 

srednja vrednost broja NREM/REM/NREM prelaza merenih na sat vremena u toku 6 h spavanja ± standardna greška (SE) 14 dana nakon 

lezije u senzomotornoj (SMCx) i motornoj kori (MCx). * statistički značajne srednje vrednosti za p ≤ 0,005. 

 

 NREM/REM REM/NREM NREM/REM1 REM1/NREM NREM/REM2 REM2/NREM 

SMCx       

  Kontrola 46,46 ± 2,44 46,44 ± 2,51 25,15 ± 1,59 22,75 ± 1,65 14,58 ± 1,21 16,56 ± 1,32 

  BiPPT lezija    60,58 ± 3,68 *    61,10 ± 3,77 * 26,76 ± 1,48 24,63 ± 1,57    29,69 ± 2,25 *   31,44  ± 2,45 * 

MCx       

  Kontrola 73,96 ± 3,22 74,24 ± 3,19 48,97 ± 2,39 48,77 ± 2,50 29,26 ± 1,71 30,00 ± 1,62 

  BiPPT lezija    93,46 ± 2,58 *    92,81 ± 2,54 * 55,11 ± 2,72 53,81 ± 2,62    41,58 ± 2,06 *    41,99 ± 1,89 * 
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4.4.2. Topografske razlike REM EEG mikrostrukture nakon bilateralne 

PPT lezije 

 

Dve nedelje nakon bilateralne PPT lezije EEG mikrostruktura REM faze spavanja 

je bila promenjena, a promene su bile topografski različito izražene. U senzomotornoj 

kori bilateralna PPT lezija je izazvala povećanje beta amplitude (z = -2,12; p = 0,03, 

Slika 4.24.) u toku REM faze spavanja (ukupan REM), dok je u motornoj kori izazvala 

povećanje teta amplitude (z = -2,31; p = 0,02, Slika 4.25.) u toku REM1 faze spavanja 

(REM bez atonije). 
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Slika 4.24. REM/REM1/REM2 EEG mikrostruktura senzomotorne kore. Grupna raspodela gustine verovatnoće relativne 

REM/REM1/REM2 EEG teta (gornji red) i beta amplitude (donji red)/6 h u senzomotornoj kori (SMCx), 14 dana nakon bilateralne PPT 

lezije (BiPPT lezija, crvena linija), u odnosu na fiziološku kontrolu (Kontrola, plava linija). p – vrednosti za Mann-Whitney U kontrastni 

test. 
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Slika 4.25. REM/REM1/REM2 EEG mikrostruktura motorne kore. Grupna raspodela gustine verovatnoće relativne 

REM/REM1/REM2 EEG teta (gornji red) i beta amplitude (donji red)/6 h u motornoj kori (MCx), 14 dana nakon bilateralne PPT lezije 

(BiPPT lezija, crvena linija), u odnosu na fiziološku kontrolu (Kontrola, plava linija). p – vrednosti za Mann-Whitney U kontrastni test. 
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4.4.3. Topografske razlike lokomotorne kontrole za vreme različitih REM 

faza spavanja nakon bilateralne PPT lezije 

 

Analiza kortiko-muskularnih koherencija (CMC) u fiziološkoj kontroli je 

pokazala da se motorna i senzomotorna kontrola mišića vratne muskulature iz kore 

velikog mozga u toku REM faze spavanja prirodno odlikuje najvišim CMC vrednostima 

u teta i sigma frekventnom opsegu. Dalja CMC analiza razdvojenih REM faza je 

pokazala da REM1, definisan kao REM bez atonije (patološki REM), ima najvišu sigma 

CMC vrednost (Slika 4.26., Tabela 4.5.), dok REM2, definisan kao REM sa atonijom 

(fiziološki REM), ima najvišu teta CMC vrednost (Slika 4.26., Tabela 4.5.). 

Sa druge strane, bilateralna PPT lezija je dominantno izmenila kontrolu mišića 

vratne muskulature iz senzomotorne kore, naročito u toku REM2 faze spavanja. U 

modelu talamo-kortikalne holinergičke denervacije kore velikog mozga pacova 

korišćenom u ovoj disertaciji, poremećaj motorne kontrole je naročito bio iskazan kroz 

generalizovani pad REM/REM1/REM2 beta koherencije (z ≥ -4,31; p ≤ 0,04, Tabela 

4.5.). Pored toga, bilateralna PPT lezija je promenom i senzomotorne i motorne kontrole 

izazvala pad sigma koherencije (z ≥ -2,97; p ≤ 0,005) u toku REM faze spavanja, koji je 

u osnovi nastao usled pada sigma koherencije u toku REM2 faze spavanja (z ≥ -3,98; p 

≤ 0,001, Tabela 4.5.). Ova promena REM2 sigma koherencije je bila praćena padom 

REM2 teta koherencije (z = -2,91; p = 0,002, Tabela 4.5.) usled izmenjene kontrole 

mišića vratne muskulature iz motorne kore, a padom REM2 teta, beta i gama 

koherencije (z ≥ -3,60; p ≤ 0,01, Tabela 4.5.) usled izmenjene kontrole mišića vratne 

muskulature iz senzomotorne kore. 

Bilateralna PPT lezija je prouzrokovala pojavu patološkog REM stanja (REM1, 

REM bez atonije, REM sigma koherencije), ali i veoma značajno izmenila kontrolu 

mišića vratne muskulature u toku fiziološkog REM stanja (REM2, REM sa atonijom, 

REM teta koherencije) i to uglavnom preko izmenjene kontrole mišićne aktivnosti iz 

senzomotorne kore. Izmenjena kontrola vratnih mišića iz senzomotorne kore, za vreme 

fiziološkog REM spavanja (REM2), a nakon bilateralne PPT lezije, je bila izražena kao 

smanjenje teta, sigma, beta i gama CMC vrednosti, a izmenjena kontrola vratnih mišića 

iz motorne kore kao pad teta i sigma CMC vrednosti.  
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Tabela 4.5. REM/REM1/REM2 kortiko-muskularne koherencije (CMC) 14 dana 

nakon bilateralne PPT lezije. Grupne srednje vrednosti REM/REM1/REM2 kortiko-

muskularnih koherencija u toku 6 h spavanja ± standardna greška (SE), 14 dana nakon 

bilateralne PPT lezije (BiPPT lezija), u odnosu na fiziološku kontrolu (Kontrola). SMCx 

– senzomotorna kora, MCx – motorna kora. * statistički značajne srednje vrednosti za p 

≤ 0,04. 

    Delta    Teta    Sigma    Beta    Gama  

SMCx CMC      

REM      

 Kontrola 0,10 ± 0,01 0,12 ± 0,01 0,12 ± 0,01 0,09 ± 0,01 0,08 ± 0,01 

 BiPPT lezija 0,08 ± 0,01 0,11 ± 0,01 0,08 ± 0,01 * 0,04 ± 0,00 * 0,04 ± 0,01 * 

REM1      

 Kontrola 0,09 ± 0,01 0,08 ± 0,01 0,15 ± 0,02 0,09 ± 0,01 0,05 ± 0,01 

 BiPPT lezija 0,07 ± 0,01 0,06 ± 0,01 0,10 ± 0,02 0,05 ± 0,01 * 0,04 ± 0,01 

REM2      

 Kontrola 0,09 ± 0,01 0,23 ± 0,01 0,09 ± 0,00 0,08 ± 0,01 0,09 ± 0,01 

 BiPPT lezija 0,07 ± 0,01 0,16 ± 0,02 * 0,04 ± 0,01 * 0,03 ± 0,00 * 0,04 ± 0,01 * 

MCx CMC      

REM      

 Kontrola 0,09 ± 0,01 0,12 ± 0,01 0,12 ± 0,01 0,06 ± 0,00 0,03 ± 0,00 

 BiPPT lezija 0,12 ± 0,01 0,13 ± 0,01 0,09 ± 0,01 * 0,06 ± 0,01 0,03 ± 0,00 

REM1      

 Kontrola 0,08 ± 0,00 0,06 ± 0,01 0,11 ± 0,01 0,06 ± 0,01 0,02 ± 0,00 

 BiPPT lezija 0,08 ± 0,01 0,06 ± 0,01 0,13 ± 0,01 0,07 ± 0,00 0,03 ± 0,00 

REM2      

 Kontrola 0,06 ± 0,00 0,21 ± 0,02 0,10 ± 0,01 0,06 ± 0,00 0,03 ± 0,00 

 BiPPT lezija 0,06 ± 0,01 0,12 ± 0,02 * 0,04 ± 0,01 * 0,05 ± 0,01 0,03 ± 0,00 
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Slika 4.26. REM1 i REM2 kortiko-muskularne koherencije. REM1 i REM2 grupni srednji spektri koherencije/6 h između EEG-a 

senzomotorne (SMCx) ili motorne kore (MCx) i EMG-a mišića vratne muskulature kod fiziološke kontrole (Kontrola) i bilateralne PPT 

lezije (BiPPT lezija) sa njihovim odgovarajućim grupnim relativnim amplitudskim spektrima. 
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5.1.  Poremećaji spavanja u holinergičkoj denervaciji kore velikog 

 mozga pacova ekscitotoksičnom lezijom glavnog izvora 

 kortikalne holinergičke inervacije – lezija jedra nucleus basalis 

 (NB) 

 

NB lezija je izazvala prolazne promene u arhitekturi spavanja i EEG 

mikrostrukturi, pri čemu su promene bile topografski različito izražene. Iako u slučaju 

fiziološke kontrole nije bilo razlika u arhitekturi spavanja između senzomotorne i 

motorne kore (Slika 4.5 A), samo bilateralna NB lezija je u senzomotornoj kori 

smanjila trajanje budnosti i povećala trajanje NREM faze spavanja (Slika 4.3. A), dok 

je u motornoj kori smanjila trajanje budnosti i povećala trajanje REM faze spavanja, dve 

nedelje nakon lezije (Slika 4.4. A). Takođe, i u unilateralnoj i bilateralnoj NB leziji je 

ustanovljena ista topografska razlika u arhitekturi spavanja između senzomotorne i 

motorne kore (Slika 4.5. B, C). 

Analiza EEG mikrostrukture budnosti i spavanja je pre svega pokazala 

topografski specifične izmene teta amplitude, nezavisne od stanja i stepena 

neurodegeneracije. Pokazalo se da u svim eksperimentalnim grupama (fiziološka 

kontrola, unilateralna NB lezija, bilateralna NB lezija) senzomotorna kora ima veću teta 

amplitudu u toku budnosti, NREM i REM faze spavanja u odnosu na motornu koru 

(Slika 4.8.). Pored toga, bilateralna NB lezija je u senzomotornoj kori izazvala 

povećanje REM teta amplitude (Slika 4.6.) u trajanju od tri nedelje. Istovremeno, u 

motornoj kori je dve nedelje nakon unilateralne i bilateralne NB lezije teta amplituda 

bila povećana i u budnosti i u REM fazi spavanja, da bi se 21 dan nakon lezije obe EEG 

amplitude vratile na kontrolne vrednosti (Slika 4.7.).  

Ovi rezultati pokazuju da je nakon bilateralne NB lezije REM teta amplituda u 

senzomotornoj kori bila značajno povećana tokom tri nedelje, iako ova promena nije 

bila praćena promenom dužine trajanja REM faze spavanja. Na funkcionalnom nivou, 

ove razlike ukazuju na različitu ulogu holinergičkih NB neurona u regulaciji kortikalne 

aktivnosti u toku budnosti i u toku REM faze spavanja. Pokazalo se da je za promene u 

arhitekturi spavanja, kao i za dugotrajno povećanje REM teta amplitude neophodno 

veće oštećenje NB kortikalne holinergičke inervacije, odnosno bilateralna NB lezija. Sa 
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druge strane, privremene i topografski različito izražene promene u arhitekturi spavanja, 

nastale usled holinergičkog deficita izazvanog NB lezijom, mogle bi biti posledica na 

različit način ostvarene reorganizacije ili izmene u senzitivnosti holinergičkih, 

glutamatergičkih i GABAergičkih receptora u kori velikog mozga nakon NB 

holinergičke denervacije. Takođe, poremećaj regulatorne funkcije holinergičkih NB 

neurona izazvan lezijom, mogao bi biti nadoknađen kompenzatornom funkcijom nekog 

od brojnih neurotransmitera uključenih u regulaciju ciklusa budnost/spavanje, koji bi 

preuzeo funkciju holinergičkih NB neurona. Međutim, i pored toga, bilateralna NB 

lezija je imala dugotrajan i različit efekat na teta amplitudu budnosti i REM faze 

spavanja. 

Za razliku od ovih rezultata, koji dokazuju dominantno izmenjenu REM teta 

amplitudu, Kaur i sar. (2008) su korišćenjem dva različita ekscitotoksina, ibotenične 

kiseline i 192IgG-saporina, pokazali da je u oba slučaja bilateralna lezija NB jedra 

dovela do povećanja delta amplitude tokom svih faza spavanja, kao i da je promena u 

delta amplitudi bila najveća u NREM fazi spavanja i da je trajala najmanje 27 dana 

nakon lezije. Iako su projekcije NB neurona ka kori velikog mozga dominantno 

unilateralne (Semba i Fibiger, 1989), efekat lezije u ovoj studiji nije bio unilateralno 

izražen. Pored povećanja delta amplitude, NB lezija iboteničnom kiselinom je izazvala i 

prolazno povećanje NREM teta amplitude, pri čemu je maksimalna promena bila oko 7-

10 dana nakon lezije (Kaur i sar., 2008). Međutim, metodološki pristup za lezije NB 

jedra, korišćen u ovoj studiji, je bio drugačiji u odnosu na metodološki pristup za NB 

leziju koji je korišćen u ekperimentalnoj proceduri ove doktorske disertacije. Naime, 

Kaur i sar. (2008) su za lezije koristili i poredili efekte dva ekscitotoksina, ibotenične 

kiseline, kao neselektivnog, i 192IgG-saporina, kao selektivnog ekscitotoksina. 

Ekscitotoksin u volumenu od 0,5 µl (IBO ili 192IgG-saporin) je ubrizgavan kanilom od 

nerđajućeg čelika, implantiranom 2 mm iznad NB/supstancia innominata (A/P: -1,3; 

M/L: 2,5; D/V: 5,5). Ovakav pristup u upotrebi ekscitotoksina izaziva daleko veću, 

odnosno manje selektivnu leziju, bilo kog dubokog jedra u mozgu. U ovoj studiji IBO je 

na ovaj način napravila deficit GABAergičkih neurona od 43 % i holinergičkih neurona 

od 21 % u NB, dok je deficit holinergičkih neurona u kori velikog mozga, kao posledica 

ove lezije, bio 41 %. Sa druge strane, 192IgG-saporin je napravio deficit od 11 % u 
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slučaju GABAergičkih neurona i 69 % u slučaju holinergičkih neurona u NB, kao i 

deficit od 84 % holinergičkih neurona u kori velikog mozga (Kaur i sar. 2008). 

U eksperimentima ove doktorske disertacije za unilateralne i bilateralne NB lezije 

nije korišćen selektivni 192IgG-saporin već neselektivni ekscitotoksin IBO, ali je radi 

postizanja veće selektivnosti pri leziji holinergičke subpopulacije NB neurona korišćena 

tehnika stereotaksički navođene mikroinfuzije sa Hamilton špricem, iste IBO 

koncentracije (0,1M IBO), ali 5 puta manjeg volumena (100 nl), za razliku od volumena 

koji su koristili Kaur i sar. (2008). Ovim metodološkim pristupom je u unilateralnim NB 

lezijama kroz celokupnu antero-posteriornu dimenziju NB jedra od 900 μm napravljen 

deficit holinergičkih neurona veći od 28 % (Slika 4.1. B), sa maksimumom od 37,88 ± 

11,86 % u okviru stereotaksičkog opsega 1,40 – 1,60 mm posteriorno od bregme 

(Šaponjić i sar., 2013). U slučaju bilateralnih NB lezija, deficit holinergičkih neurona je 

na svakoj strani mozga bio veći od 40 % kroz celokupnu antero-posteriornu dimenziju 

NB jedra (Slika 4.2. B), sa maksimalnim deficitom od 52,02 ± 15,49 % na jednoj, 

odnosno 56,16 ± 8,01 % na drugoj strani, u okviru stereotaksičkog opsega 1,70 – 1,90 

mm posteriorno od bregme (Šaponjić i sar., 2013).   

Poznato je da holinergički kompleks bazalnog prednjeg mozga služi kao ekstra-

talamička veza između ushodnog retikularnog aktivirajućeg sistema moždanog stabla i 

kore velikog mozga i da stimuliše kortikalnu aktivaciju (Dringenberg i Olmstead, 2003; 

Sarter i sar., 2009). NB, kao subpopulacija neurona bazalnog prednjeg mozga, ima 

brojne heterogene projekcije, kako ka kori velikog mozga, tako i ka talamusu (Schliebs i 

Arendt, 2006). Neurohemijski i funcionalno gledano, NB jedro zapravo predstavlja 

heterogenu strukturu, gde su holinergički neuroni isprepletani sa peptidergičkim, 

GABAergičkim i glutamatergičkim kortikopetalnim neuronima (Hur i Zabrosky, 2005). 

Pri tom, GABAergički neuroni koji pripadaju kompleksu bazalnog prednjeg mozga 

imaju pre svega ulogu interneurona, koji povezuju holinergičke neurone, ili se 

projektuju ka hipokampusu (Schliebs i Arendt, 2006). Sa druge strane, skoro svi NB 

neuroni koji se projektuju ka kori velikog mozga su holinergički (preko 95 % neurona 

kod primata, odnosno 80-90 % neurona kod pacova) (Szymusiak, 1995). 

Elektrofiziološke studije su pokazale da su holinergički i GABAergički NB neuroni 

važni modulatori kortikalne aktivacije (Detari, 2000) i homeostaze spavanja (Porkka-
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Haiskanen i sar., 2002). Holinergički NB neuroni pokazuju najveći stepen aktivnosti 

tokom kortikalne aktivacije, dok su GABAergički NB neuroni najaktivniji tokom 

sporotalasnog spavanja (Lee i Jones, 2005). Aktivnost holinergičkih NB neurona je 

najveća u toku budnosti i REM faze spavanja, kada su i gama i teta EEG aktivnosti 

maksimalne (Lee i sar., 2005). Aktivnost ovih NB neurona je sinhronizovana sa teta 

oscilacijama u toku budnosti i REM faze spavanja, a minimalna tokom NREM faze 

spavanja (Lee i sar., 2005). 

Takođe, rezultati ove doktorske disertacije su u saglasnosti sa dokazima da je nivo 

oslobođenog acetilholina značajno povećan tokom REM faze spavanja u odnosu na 

budnost, što govori u prilog tome da acetilholin oslobođen iz neurona bazalnog prednjeg 

mozga ima različitu ulogu u toku REM faze spavanja i u toku budnosti (Vazques i 

Baghdoyan, 2001). Poznato je da su projekcije pojedinačnih NB neurona ograničene na 

veoma male zone kore velikog mozga, ne veće od 1 – 2 mm u prečniku (Schliebs i 

Arendt, 2006). U eksperimentima ove doktorske disertacije antero-posteriorna 

udaljenost između bilateralnih EEG šraf elektroda, hronično implantiranih u motornu i 

senzomotornu koru, je bila 4 mm (Slika 3.3.). Bilateralna NB lezija je u senzomotornoj 

kori specifično izazvala porast REM teta amplitude, dok je u motornoj kori izazvala 

porast teta amplitude i u budnosti i u REM fazi spavanja (Slike 4.6., 4.7). Ovi rezultati 

na funkcionalnom nivou sugerišu da bi iste holinergičke populacije NB neurona mogle 

različito da inervišu motornu i senzomotornu koru velikog mozga i da je, kao posledica 

toga, NB holinergička denervacija kore velikog mozga bila topografski različito 

izražena kroz arhitekturu spavanja i EEG mikrostrukturu budnosti i spavanja motorne i 

senzomotorne kore. 

Mnoge studije svedoče o povećanoj teta aktivnosti i smanjenom volumenu 

hipokampusa kao tipičnim znacima AB i blagog kognitivnog poremećaja (Grunwald i 

sar., 2001). Osnovni izvor holinergičkih projekcija ka hipokampusu je iz kompleksa 

medijalni septum/dijagonalna traka. Kako u ovoj studiji nije registrovan hipokampalni 

EEG, a ni aktivnost pojedinačnih neurona ovog regiona, možemo samo da spekulišemo 

da je NB lezija moguće izmenila i hipokampalnu teta oscilaciju, kao i njen uticaj na 

kortikalnu teta oscilaciju. 
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5.2.  Poremećaji spavanja u holinergičkoj denervaciji kore velikog 

 mozga pacova ekscitotoksičnom lezijom glavnog izvora 

 talamo-kortikalne inervacije – lezije jedra nucleus 

 pedunculopontinus tegmentalis (PPT) 

 

Ekscitotoksična lezija PPT holinergičkih neurona je izmenila strukturu prelaznih 

stanja u toku spavanja i izazvala generalizovano povećanje kortikalne aktivacije tokom 

svih faza spavanja u trajanju od 5 nedelja. Promena strukture prelaznih stanja, 

podjednako izazvana i unilateralnom i bilateralnom PPT lezijom, je bila izražena kao 

porast broja budnost/REM i REM/budnost prelaza u trajanju od 5 nedelja. Pored toga, 

bilateralna PPT lezija je u poslednje dve nedelje dodatno izazvala i smanjenje broja 

NREM/REM i REM/NREM prelaza (Slika 4.12., Tabela 4.1.). Sa druge strane, 

promene EEG mikrostrukture budnosti, NREM i REM faze spavanja (Slike 4.13. - 

4.15.) su bile izražene kao povećana aktivacija kore velikog mozga i to kao istovremeno 

povećanje amplitude viših frekventinih opsega (beta i gama amplitude) i smanjenje 

amplitude nižih frekventnih opsega (delta amplituda). 

Iako tokom perioda od 5 nedelja nije bilo promena u arhitekturi spavanja (Slika 

4.11.) i unilateralna i bilateralna PPT lezija su izazvale „toničan” porast broja 

budnost/REM i REM/budnost prelaza u periodu od 14 do 35 dana nakon lezije. EEG 

mikrostrukturu početka PPT holinergičke neurodegeneracije (14 dana nakon lezije), 

izazvane unilateralnom PPT lezijom, obeležile su porast teta amplitude u toku budnosti 

(Slika 4.13.) i beta amplitude u toku REM faze spavanja (Slika 4.15.), dok EEG 

mikrostruktura NREM faze spavanja (Slika 4.14.) nije bila izmenjena. Unilateralna PPT 

lezija je dugotrajno, tokom 5 nedelja, izmenila samo EEG mikrostrukturu budnosti, gde 

je dugotrajni porast teta amplitude, od treće nedelje bio praćen smanjenjem delta 

amplitude (Slika 4.13.). Nasuprot tome, EEG mikrostrukturu početka PPT holinergičke 

neurodegeneracije (14 dana nakon lezije), izazvane bilateralnom PPT lezijom, obeležio 

je generalizovani porast beta amplitude u svim stanjima, kao i pad NREM delta 

amplitude i porast REM gama amplitude. Ove promene, koje su trajale 5 nedelja, su od 

treće nedelje bile praćene padom delta amplitude u toku budnosti (Slike 4.13.-4.15.). 
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U istraživanjima ove doktorske disertacije unilateralne i bilateralne PPT lezije, 

izvšene tehnikom mikroinfuzije 0,1 M rastvora ibotenične kiseline u volumenu od 100 

nl, nisu bile kompletne (Slike 4.9., 4.10.).  Zapravo, cilj istraživanja i nije bio da se 

naprave kompletne lezije PPT jedra, već da se korišćenjem kontrolisanog volumena 

ekscitotoksina postigne selektivnost, sa lezijom unutar granica prostiranja same 

strukture. Ovim metodološkim pristupom je u PPT – pars compacta delu jedra, kao 

dominantno holinergičkoj neuronskoj subpopulaciji, napravljen deficit holinergičkih 

neurona veći od 20 % kroz celu PPT antero-posteriornu dimenziju (Petrović i sar., 

2013a). Naime, rezultati kvantifikacije unilateralne PPT lezije pokazali su da se deficit 

holinergičkih PPT neurona kroz celokupnu antero-posteriornu dimenziju PPT jedra (od 

6,90 do 8,60 mm posteriorno od bregme) kretao od 30,19 ± 14,22 % do 41,58 ± 14,42 

% (Slika 4.9. B). Sa druge strane, deficit holinergičkih PPT neurona nakon bilateralne 

PPT lezije (Slika 4.10. B) je bio između 22,40 ± 9,02 % i 29,65 ± 8,35 % na jednoj, 

odnosno između 22,17 ± 7,37 % i 31,79 ± 8,61 %  na drugoj lediranoj strani mozga 

(Petrović i sar., 2013a). 

Prema originalnom recipročnom interaktivnom modelu regulacije REM spavanja 

(McCraley i Hobson, 1975) budnost i REM spavanje su dva suprotna stanja kada je u 

pitanju neurotransmiterska osnova, sa dominacijom monoaminergičke regulacije za 

vreme budnosti, odnosno dominacijom holinergičke regulacije za vreme REM spavanja 

(Hobson i Pace-Schott, 2002; Pace-Schott i Hobson, 2002). Teorijske osnove ovog 

modela su i eksperimentalno potvrđene. Anatomske i elektrofiziološke studije su 

potvrdile značaj holinergičkog mehanizma u regulaciji REM spavanja, obrazac 

oslobađanja acetilholina koji zavisi od stanja budnost/spavanje, kao i inhibitorne 

recipročne interakcije između serotonergičkih/noradrenegičkih i holinergičkih neurona 

moždanog stabla (ponsa) za vreme REM spavanja (Lydic, 1987; Losier i Semba, 1993; 

Rye, 1997; Hobson i Pace-Schott, 2002; Pace-Schott i Hobson, 2002). Aktuelna „flip-

flop” teorija regulacije REM spavanja (Lu i sar., 2006), postavljena na osnovama starog 

recipročnog interaktivnog modela, monoaminergičke neurone moždanog stabla, (DR 

serotonergički i LC nordrenergički neuroni) definiše kao ekscitatorne, a PPT/LDT 

holinergičke neurone kao inhibitorne modulatore „REM-isključivač” GABA neuronske 

zone u ponsu.  
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Iako se PPT jedro smatra jednom od najznačajnijih komponenti ushodnog 

retikularnog aktivirajućeg sistema (Winn, 2006), čiji holinergički neuroni pojačavaju 

svoju aktivnost u toku buđenja i pobuđivanja, a bivaju inhibirani kako bi omogućili 

sporotalasne oscilacije i shodno tome NREM spavanje (Jones, 2003; Steriade, 2003), 

rezultati istraživanja ove doktorske disertacije su u skladu sa novijim dokazima, koji se 

nalaze u osnovi najnovije hipoteze koja PPT vidi kao deo kontrolnog sistema koji 

doprinosi aktivaciji kore velikog mozga za vreme svih faza u toku spavanja, a ne samo 

za vreme budnosti i REM spavanja (Mena-Segovia i sar., 2008). Prema ovoj novoj 

hipotezi, holinergički PPT neuroni pored uloge u regulaciji prelaza budnost/spavanje i 

homeostazi spavanja, imaju aktivnu ulogu i u organizaciji kortikalne aktivnosti tokom 

sporotalasnog spavanja (Mena-Segovia i sar., 2008). Za razliku od ove nove hipoteze, 

rezultati drugih istraživanja pokazuju da holinergički, GABAergički i glutamatergički 

PPT neuroni mogu funkcionisati na paralelan ili recipročan način i da usaglašenom, 

zajedničkom aktivnošću mogu da modulišu kortikalnu aktivnost kroz celokupan ciklus 

budnost/spavanje (Boucetta i Jones, 2009). 

Međutim, u mozgu postoji više različitih sistema za pobuđivanje (kao na primer, 

neuronske populacije u regionu retikularne formacije moždanog stabla, talamusa, 

posteriornog hipotalamusa i bazalnog prednjeg mozga) koji putem ushodnih projekcija 

ka kori velikog mozga stimulišu kortikalnu aktivaciju, koja se odlikuje 

visokofrekventnom (EEG gama opseg) i niskofrekventnom (EEG teta opseg) aktivnošću 

(Boucetta i Jones, 2009). Istovremeno, ovi sistemi putem nishodnih projekcija utiču na 

mišićni tonus i mišićnu aktivnost. Kao deo sistema za pobuđivanje, talamo-kortikalni 

(holinergički PPT neuroni) i ekstra-talamički (holinergički NB neuroni bazalnog 

prednjeg mozga) holinergički sistem podstiču kortikalnu aktivaciju za vreme budnosti i 

REM spavanja. Sa druge strane, noradrenergički LC neuroni, kao i histaminergički 

neuroni posteriornog hipotalamusa, podstiču stanje pobuđenosti za vreme budnosti i 

sprečavaju NREM i REM spavanje, dok serotonergički DR neuroni podstiču mirno 

stanje budnosti (Jones, 2003). Nijedan od ovih sistema za pobuđivanje nije neophodan 

da bi se uspostavilo stanje budnosti, ali svaki od njih ima posebnu ulogu u buđenju i 

spavanju (Jones, 2003). Pored toga, pokazano je da acetilholin i noradrenalin ekscitiraju 

talamo-kortikalne glutamatergičke neurone, dok ih serotonin može inhibirati 

(McCormick, 1992; Monckton i McCormick, 2002; Jones, 2003). Sa druge strane, 
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talamički GABAergički retikularni neuroni su inhibirani acetilholinom i 

noradrenalinom (Jones, 2003). Holinergički neuroni bazalnog prednjeg mozga su 

ekscitirani glutamatom, dopaminom, histaminom i oreksinom, dok ih acetilholin i 

noradrenalin inhibiraju (Jones, 2003). 

 Rezultati istraživanja ove doktorske disertacije dokazuju da su budnost i REM 

spavanje, kao stanja sa prirodno visokom aktivnošću holinergičkih PPT neurona i 

visokom vanćelijskom koncetracijom acetilholina na nivou talamusa, stanja 

najosetljivija na poremećaj holinergičke PPT kontrole. Lakši ili početni oblik 

poremećaja holinergičke PPT kontrole (unilateralna PPT lezija) je od samog početka 

izazvao povećanje broja budnost/REM i REM/budnost prelaza koji se održao tokom 5 

nedelja, sa izraženim razlikama u EEG mikrostrukturi budnosti u odnosu na EEG 

mirostrukturu REM spavanja. Razlikama u posledicama oslabljene PPT holinergičke 

inervacije doprinose i prirodne razlike u aktivnosti monoaminergičkih neurona za vreme 

REM spavanja u odnosu na budnost. Sa druge strane, samo je bilateralana PPT lezija 

(teži ili kasniji oblik poremećaja holinergičke PPT inervacije) izazvala promene u EEG 

mikrostrukturi i NREM i REM spavanja (stanja sa smanjenom aktivnošću 

monoaminergičkih neurona). Pri tom su ove promene u EEG mikrostrukturi bile 

praćene povećanjem broja budnost/REM i REM/budnost prelaza i smanjenjem broja 

NREM/REM i REM/NREM prelaza. Promene izazvane bilateralnom PPT lezijom su 

generalno bile izražene kao dugotrajno povećanje beta amplitude budnosti, NREM i 

REM spavanja (Slike 4.13.-4.15.), praćeno smanjenjem delta amplitude budnosti i 

NREM spavanja i povećanjem REM gama amplitude. 

Savremene PET studije na ljudima su pokazale postojanje holinergičkog deficita 

na nivou talamusa kod PB pacijenata sa ili bez demencije, za razliku od AB pacijenata 

kod kojih takav deficit nije uočen, sugerišući da bi neurodegeneracija aferentnih 

holinergičkih projekcija talamusa mogla dodatno uticati na eksprimiranje specifičnih 

motornih i kognitivnih poremećaja koji prate ovu neurodegenerativnu bolest (Kotagal i 

sar., 2012b). Kortikalna i subkortikalna holinergička denervacija na nivou talamusa, 

nastale usled degeneracije PPT holinergičkih neurona, su povezane sa poremećajima 

ponašanja u toku REM spavanja (Kotagal i sar., 2012a), kao i sa poremećajima u hodu i 

ravnoteži, uključujući i česte padove kod PB pacijenata (Bohnen i sar., 2009; Bohnen i 
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Albin, 2011). Neuropatološke studije su pokazale da je kod PB pacijenata prisutna 

degeneracije oko 50 % holinergičkih PPT neurona, dok kod AB pacijenata nije uočeno 

smanjenje broja ovih neurona (Bohnen i Albin, 2011). Takođe, kliničke studije su 

potvrdile efikasnost terapije na bazi AchE inhibitora, donepezila, čija upotreba redukuje 

i do 50 % padova kod PB pacijenata (Chung i sar., 2009). Različite kliničke studije 

govore o različitom stepenu holinergičke denervacije kod PB pacijenata, a u skladu sa 

tim i nepromenjenoj kortikalnoj i/ili subkortikalnoj inervaciji kod jednih, odnosno 

smanjenoj kod drugih pacijenata (Shinotoh i sar., 1999; Hilker i sar., 2005; Bohnen i 

sar., 2012). Sve ove studije sugerišu da je PB multisistemska neurodegenerativna bolest 

i da razlike u stepenu neurodegeneracije u različitim delovima mozga, kao i brzina 

progresije neurodegenerativnih promena, mogu doprineti postojećim razlikama u 

kliničkom fenotipu (Bohnen i Albin, 2011). Takođe, mnogobrojne studije ukazuju na 

značaj duboke stimulacije PPT jedra u lečenju motornih poremećaja u Parkinsonovoj i 

drugim neurodegenerativnih bolestima (Alam i sar., 2011; Urbano i sar., 2014).   

Na osnovu humanih studija, kao i rezultata ove doktorske disertacije, moguće je 

spekulisati da i u eksperimentalnom modelu PB holinergičke neuropatologije (lezija 

PPT jedra), poremećen, ali još uvek prisutan, kontrolni sistem holinergičkih PPT 

neurona doprinosi stanju generalne kortikalne aktivacije. Naime, moguće je da zbog 

nekompletne lezije PPT holinergičkih neurona i posledično oslabljene inhibicije 

noradrenergičkih LC neurona, oslabljene ekscitacije talamo-kortikalnih neurona, kao i 

oslabljene inhibicije GABAergičkih retikulo-talamičkih (RT) neurona, dolazi do 

predominacije u kontroli noradrenergičkih LC neurona na nivou talamusa (dezinhibirani 

LC neuroni nakon PPT lezije). Tako, LC neuroni sinergistički sa preostalim PPT 

holinergičkim neuronima, doprinose olakšanoj talamo-kortikalnoj transmisiji, a na taj 

način i pojačanoj aktivaciji kore velikog mozga (Slika 5.1. C). Homeostaza 

holinergičko-noradrenergičkih interakcija na nivou moždanog stabla i talamusa koja se 

uspostavlja AChE inhibitorima, može smanjiti ovu, lezijom uslovljenu, patološku 

generalizovanu kortikalnu aktivaciju i poboljšati spavanje. 
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5.3.  Topografske razlike poremećaja spavanja u degeneracijama 

 funkcionalno različitih holinergičkih inervacija kore velikog 

 mozga pacova 

 

Istraživanja u ovoj doktorskoj disertaciji su po prvi put pokazala da je na osnovu 

EEG mikrostrukture budnosti i spavanja, kao i strukture prelaznih stanja u toku 

spavanja, moguće razlikovati poremećaje u degeneraciji funkcionalno različitih 

holinergičkih inervacija kore velikog mozga pacova, naročito u modelima težih, 

odnosno kasnijih, oblika ovih neurodegeneracija (bilateralna NB lezija u odnosu na 

bilateralnu PPT leziju). Ovi poremećaji su bili topografski različito izraženi u 

senzomotornoj u odnosu na motornu koru naročito za vreme NREM i REM spavanja 

(Petrović i sar., 2013b).  

Za razliku od bilateralne NB lezije (poremećaj kortikalne, odnosno ekstra- 

talamičke inervacije kore velikog mozga) koja je u senzomotornoj kori privremeno 

promenila trajanje budnosti i NREM spavanja, a u motornoj kori trajanje budnosti i 

REM spavanja, bilateralna PPT lezija (poremećaj talamo-kortikalne inervacije kore 

velikog mozga) nije izazvala promene u arhitekturi spavanja ni u senzomotornoj, ni u 

motornoj kori (Slika 4.16.). 

Iako bilateralna PPT lezija nije promenila arhitekturu spavanja u senzomotornoj 

kori, izazvala je dugotrajni porast broja budnost/REM i REM/budnost prelaza, kao i 

promene u broju NREM/REM i REM/NREM prelaza koje nisu bile konzistentne tokom 

perioda od četiri nedelje. Sa druge strane, bilateralna NB lezija je u senzomotornoj kori 

tokom perioda od četiri nedelje izazvala dugotrajno smanjenje broja NREM/REM i 

REM/NREM prelaza (Tabela 4.2.). U motornoj kori bilateralna PPT lezija je, kao i u 

senzomotornoj kori, izazvala porast broja budnost/REM i REM/budnost prelaza i taj 

porast je bio praćen porastom broja NREM/REM i REM/NREM prelaza do 28 dana 

nakon lezije. Bilateralna NB lezija je tokom perioda od četiri nedelje u motornoj kori 

izazvala dugotrajni porast broja NREM/REM i REM/NREM prelaza (Tabela 4.2.). 

Pokazano je takođe da je EEG mikrostrukturu budnosti, nakon poremećaja 

holinergičke inervacije usled bilateralne PPT lezije, obeležilo smanjenje delta amplitude 

i porast beta amplitude (Slika 4.17. A, C). Progresija holinergičkog deficita nastalog 
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usled bilateralne NB lezije je u senzomotornoj kori na kraju izazvala iste promene u 

EEG mikrostrukturi budnosti kao i progresija holinergičkog deficita usled bilateralne 

PPT lezije. Drugim rečima, 28 dana nakon lezije nije bilo razlike u EEG mikrostrukturi 

budnosti između bilateralne NB i bilateralne PPT lezije. Nasuprot EEG mikrostrukturi 

budnosti, bilateralna NB lezija je u senzomotornoj kori povećala samo REM teta 

amplitudu tokom tri nedelje, dok je bilateralna PPT lezija povećala NREM beta i REM 

beta i gama amplitudu tokom perioda od četiri nedelje (Slike 4.18., 4.19.). 

Za razliku od EEG mikrostrukture budnosti u senzomotornoj kori, gde su se 

razlike između bilateralne NB i bilateralne PPT lezije izgubile nakon četiri nedelje, u 

motornoj kori su se ove razlike, uslovljene bilateralnom PPT lezijom, održale (Slika 

4.17.). Četiri nedelje nakon lezija, NREM mikrostrukturu u motornoj kori su obeležile 

razlike u teta amplitudi, uslovljene bilateralnom NB lezijom (Slika 4.18.), dok su REM 

mikrostrukturu obeležile razlike u beta i gama amplitudi, uslovljene bilateralnom PPT 

lezijom (Slika 4.19.). 

Rezultati istraživanja ove doktorske disertacije vezani za topografske razlike, 

naročito u strukturi prelaznih stanja u toku spavanja i NREM i REM EEG 

mikrostrukturi motorne kore, koje su nastale nakon funkcionalno različitih holinergičkih 

denervacija velikog mozga pacova, su u skladu sa istraživanjima koja ukazuju na to da 

bi topografska specifičnost holinergičke NB neuropatologije (deficit holinergičkih NB 

neurona),  mogla nastati upravo usled različite inervacije motorne i senzomotorne kore 

od strane istih populacija holinergičkih NB neurona (Fournier i sar., 2004; Schliebs i 

Arendt, 2006), kao i sa činjenicom da je PPT glavni centar regulacije integrativne 

holinergičke kontrole i kontrole celokupnog REM fenomena (Datta i MacLean, 2007).  

Takođe je bitno napomenuti da iako su NB i PPT dominantno holinergičke populacije 

neurona, ipak se radi o heterogenim moždanim strukturama koje pored holinergičkih 

sadrže i GABAergičke i glutamatergičke neurone. Kako su u ovoj studiji lezije, 

napravljene korišćenjem tehnike stereotaksički navođene mikroinfuzije i neselektivnog 

ekscitotoksina, ibotenične kiseline, praćene samo kroz deficit holinergičkih neurona, 

nije moguće isključiti eventualni deficit i neholinergičkih neurona, a samim tim i 

mogućnost njihovog uticaja, barem delimično. 
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Aferentna vlakna holinergičkog sistema bazalnog prednjeg mozga imaju važnu 

ulogu u promeni obrasca kortikalne aktivnosti sa deaktiviranog sporotalasnog na 

aktivirani visokofrekventni EEG/ECoG obrazac (Dringenberg i Olmstead, 2003). 

Kortikalna ulazna vlakna koja potiču iz talamusa čine drugi veliki sistem uključen u 

regulaciju kortikalne EEG/ECoG aktivnosti. Mada lokalna talamička mreža koju čine 

talamički interneuroni retikularnog jedra (RT) i talamo-kortikalni projekcioni neuroni, 

generiše oscilacije (vretena spavanja) koje su povezane sa smanjenom aktivnošću 

organizama i ranim stadijumima spavanja (stadijumi 1 i 2) i blokiraju ulazne senzorne 

informacije (Steriade, 2000; Steriade, 2003), lezije talamičkih i RT neurona kod mačaka 

i pacova ukidaju ove oscilacije, ali se visokofrekventna aktivacija održava (Buzsaki i 

sar., 1988; Vanderwolf i Stewart, 1988). Ovi eksperimentalni dokazi ukazuju na to da 

očuvanost talamusa nije od suštinske važnosti za ostvarivanje kortikalne aktivacije, 

mada može uticati na sposobnost drugih sistema, na primer holinergičkog, da izazove 

kortikalnu aktivaciju. Kod pacova, holinergičke projekcije ka talamusu dolaze 

isključivo iz PPT jedra, sa izuzetkom RT neurona koji primaju holinergička vlakna i iz 

bazalnog prednjeg mozga i iz PPT jedra (Williams i sar., 1994). 

Rezultati ove doktorske disertacije koji se odnose na suprotan efekat koji je 

bilateralna NB lezija imala na strukturu NREM/REM i REM/NREM prelaza u 

senzomotornoj u odnosu na motornu koru, kao i stabilan porast NREM/REM i 

REM/NREM prelaza u motornoj kori nakon bilateralne PPT lezije ukazuju na: razliku u 

holinergičkoj NB inervaciji senzomotorne i motorne kore velikog mozga pacova; 

direktnu potencijaciju kontrole motorne kore od strane holinergičkih NB neurona (usled 

različite NB inervacije senzomotorne i motorne kore) nakon denervacije (dezinhibicije) 

NB neurona usled bilateralne PPT lezije; potencijaciju uticaja (na nivou talamusa) 

neuronske mreže između kore velikog mozga i bazalnih ganglija na motornu koru nakon 

bilateralne PPT lezije. 

Intrakranijalno registrovanje EEG aktivnosti kod ljudi je pokazalo da za vreme 

hodanja u snu i lucidnih snova postoji disocijacija aktivnosti različitih regiona mozga 

(Bassetti i sar., 2000; Voss i sar., 2009), kao i da  hipokampus i kora velikog mozga u 

isto vreme pokazuju karakteristike i NREM i REM faze spavanja (Moroni i sar., 2012). 

Ova istraživanja ukazuju na to da je spavanje kompleksno ponašanje i da predstavlja 
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više lokalni, nego globalni fenomen (Genzel i Dresler, 2012). Na osnovu dokazanih 

specifičnih topografskih razlika u poremećajima funkcionalno različitih holinergičkih 

inervacija kore velikog mozga pacova, rezultati ove doktorske disertacije su u skladu sa 

lokalnim konceptom spavanja kao ponašanja i ukazuju na to da je patološka disocijacija 

stanja budnosti i spavanja, strukture njihovih prelaza i EEG ritmova senzomotorne kore 

u odnosu na motornu koru, posledica različitih poremećaja ulazno-izlaznih veza NB i 

PPT funkcionalnih regulatornih mreža. 

Oscilatorna aktivnost u beta frekventnom opsegu (beta ritam) u normalnom EEG 

zapisu zdravih ljudi je povezana sa održavanjem motorne aktivnosti koja je u toku. 

Mada je PB patologija složena i obuhvata odumiranje neurona kroz više faza i u 

različitim delovim mozga, uključujući i holinergičke PPT neurone (Kotagal i sar., 

2012a, 2012b), povećana oscilatorna aktivnost u beta frekventnom opsegu kortiko-

bazalnog puta, koja se javlja kod osoba sa PB, predstavlja jedan od važnih 

neurofizioloških fenomena povezanih sa PB neuropatologijom (Stein i Bar-Gad, 2013). 

Kod zdravih životinja i ljudi beta ritam je povezan i sa kognitivnim i sa motornim 

funkcijama i pretpostavlja se da ima ključnu ulogu u održavanju trenutnog stanja, 

odnosno da održava „status quo” (Engel i Fries, 2010). U ovom kontekstu, povećana 

beta amplituda u PB konstantno signalizira ostatku mozga da održi trenutno stanje 

(ponašanje) i smanji prelaze u druga stanja, što rezultira akinezijom i bradikinezijom 

(Stein i Bar-Gad, 2013). Sa druge strane, pokazano je da su gama osilacije prisutne u 

širokoj neuronskoj mreži, koja uključuje bazalne ganglije, talamus i motornu koru, a 

opisano je i njihovo prisustvo u raznim bolestima, za vreme povećane pobuđenosti i 

voljnih pokreta (Jenkinson i sar., 2013). Takođe, pokazano je da dopaminergička 

terapija podstiče gama aktivnost, a korelacija između gama amplitude i kinetike 

ekstremiteta ide u prilog hipotezi da je povećanje gama aktivnosti mozga važno u 

regulaciji započinjana pokreta (Jenkinson i sar., 2013). U zdravom mozgu, beta ritam se 

smatra akinetičkom oscilacijom, a gama ritam prokinetičkom oscilacijom, i njihov 

inverzan odnos, kao i njihov odnos prema kretanju se održava i u parkinsonizmu (Stein i 

Bar-Gad, 2013; Engel i Fries, 2010). Dobro je poznato da izlazna vlakna bazalnih 

ganglija (eferentna vlakna koja polaze iz globus pallidus internus - GPi i substantia 

nigra pars reticulata - SNpr) idu prvenstveno ka talamusu i odatle dalje ka frontalnoj 

kori, formirajući na taj način delimično zatvorenu petlju između kore velikog mozga i 
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bazalnih ganglija. PPT kao talamo-kortikalni holinergički sistem i kao deo uzlaznog 

retikularnog aktivirajućeg sistema, monosinaptički inerviše SNpr, a u manjoj meri i GP 

(Jenkinson i sar., 2009). Imajući u vidu PPT eferentne veze, bilateralna PPT lezija može 

veoma ozbiljno da utiče na retikularne talamičke (RT) neurone, neuronsku petlju 

između kore velikog mozga i bazalnih ganglija, kao i na NB. 

Na kraju, na osnovu svih dobijenih rezultata, možemo da spekulišemo da 

oslabljena holinergička PPT inhibitorna kontrola LC noradrenergičkih neurona, RT 

talamičkih neurona, GABAergičkih neurona „REM – isključivača”, kao i oslabljena 

holinergička PPT ekscitatorna kontrola talamokortikalnih neurona, uz poremećaj 

kontrole NB holinergičkih neurona i kontrole bazalnih ganglija, doprinose toničnoj ili 

generalizovanoj povećanoj aktivaciji mozga (porastu EEG beta i gama amplitude) kao i 

toničnom porastu broja budnost/REM i REM/budnost prelaza, posebno u motornoj kori. 

Šema PPT i NB glavnih ushodnih holinergičkih puteva za kontrolu budnosti i REM faze 

spavanja u kontrolnim uslovima i u poremećajima funkcionalno različitih holinergičkih 

inervacija je prikazana na Slici 5.1. 

Pored poremećaja multitransmiterskih regulacija nakon PPT holinergičke 

denervavije, naši skorašnji rezultati ukazuju takođe da čak i lakši oblik talamo-

kortikalne holinergičke denervacije (unilateralni PPT holinergički deficit > 17% u celoj 

antero-posteriornoj dimenziji PPT jedra) uslovljava udaljenu astrogliozu u NB jedru 

(Bataveljić i sar., 2014). Obzirom da astrociti sintezom i oslobađanjem kinurenske 

kiseline, endogenog antagoniste α7 nikotiskih Ach receptora, mogu uticati na kortikalnu 

holinergičku transmisiju (Zmarowski i sar., 2009), moguće je da nakon bilateralnih PPT 

lezija pojačana, anatomo-funkcionalna PPT-NB astroglioza dodatno slabi već oslabljenu 

PPT holinergičku transmisiju putem pojačanog oslobađanja kinurenske kiseline i 

predstavlja dodatni faktor koji doprinosi daleko ozbiljnijim poremećajima spavanja 

nastalim nakon bilateralne PPT lezije, kao i razlikama u poremećajima nastalim 

degeneracijom funkcionalno različitih holinergičkih inervacija velikog mozga pacova.  
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Slika 5.1. Šematski prikaz glavnih ushodnih PPT i NB holinergičkih puteva za kontrolu budnosti i REM faze spavanja u 

kontrolnim uslovima (A) i u poremećajima holinergičke inervacije velikog mozga pacova (B, C). TH – talamus; RT – retikulo-

talamički neuroni; BF – bazalni prednji mozak; PPT – nucleus pedunculopontinus tegmentalis; LDT – nucleus tegmentum 

laterodorsalis; LC – locus coeruleus; DR – nucleus raphe dorsalis; BG – bazalne ganglije; SNpr –– nucleus substantiae nigrae 

pars reticulata; GPi – globus pallidus internus; Ach – acetilholin; Glu – glutamat; GABA – gama-aminobuterna kiselina; NA – 

noradrenalin; 5-HT – serotonin. Crvene linije – ekscitatorna kontrola; Crne linije – inhibitorna kontrola.   
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5.4.  Poremećaji REM faze spavanja u talamo-kortikalnoj 

 denervaciji velikog mozga pacova (PPT lezija) 

 

Rezultati ove studije po prvi put pokazuju da bilateralna PPT lezija dovodi do 

izdvajanja dva različita REM stanja u okviru REM faze spavanja: REM1 (REM bez 

atonije, patološki REM, ili REM sigma koherencije)  i REM2 (REM sa atonijom, 

fiziološki REM, ili REM teta koherencije). Izdvajanje dva funkcionalno različita REM 

stanja je naročito izraženo u motornoj kori (Slike 4.20., 4.26.). Takođe, rezultati 

pokazuju da je dve nedelje nakon bilateralne PPT lezije u motornoj kori došlo do 

povećanja dužine trajanja REM faze spavanja i to usled povećanja dužine trajanja 

REM1 faze (Slika 4.21.). Istovremeno je u obe kore (SMCx i MCx) došlo do 

patološkog povećnja broja budnost/REM1/budnost prelaza i NREM/REM2/NREM 

prelaza (Slike 4.22., 4.23., Tabele 4.3., 4.4.). Pored toga, bilateralna PPT lezija je 

izmenila i REM EEG mikrostrukturu tako što je izazvala povećanje REM EEG beta 

amplitude u senzomotornoj kori (Slika 4.24.) i povećanje REM1 EEG teta amplitude u 

motornoj kori (Slika 4.25.).  

Osim različite ukupne snage mišića dorzalne vratne muskulature, REM1 i REM2 

imaju topografski različito izraženu EEG mikrostrukturu (Slike 4.24., 4.25.) kao i 

lokomotornu kontrolu mišića dorzalne vratne muskulature (Tabela 4.5.). Rezultati 

CMC analize (Slika 4.26.) su pokazali da se i u kontrolnim i u patološkim uslovima, 

REM1 stanje odlikuje najvišim sigma CMC vrednostima (REM1 – REM sigma 

koherencije), za razliku od REM2 stanja koje se odlikuje najvišim teta CMC 

vrednostima (REM2 – REM teta koherencije). Bilateralna PPT lezija je značajno 

izmenila kontrolu mišića dorzalne vratne muskulature za vreme REM2 stanja (fiziološki 

REM, REM sa atonijom, ili REM teta koherencije ) i to uglavnom preko izmenjene 

kontrole mišićne aktivnosti iz senzomotorne kore, dok je novonastalo REM1 stanje 

(patološki REM, REM bez atonije, ili REM sigma koherencije), izuzev izmenjene beta 

koherencije usled poremećaja lokomotorne kontrole iz senzomotorne kore, ostalo 

stabilno. Izmenjena lokomotorna kontrola mišića dorzalne vratne muskulature iz 

senzomotorne kore, nastala kao posledica PPT holinergičke denervacije velikog mozga 

je bila izražena kao generalizovan pad REM/REM1/REM2 beta koherencije (Petrović i 

sar., 2014). 
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Postoje dokazi o tome da oscilatorna aktivnost senzomotorne kore pokazuje 

koherenciju sa mišićnom aktivnošću u beta frekventnom opsegu tokom slabe do 

umerene izometrijske mišićne kontrakcije, kako kod ljudi, tako i kod životinja. Smatra 

se da je ova beta kortiko-muskularna koherencija eferentni fenomen, odnosno oscilacija 

koja se širi od kore velikog mozga do spinalnih motoneurona preko kortiko-spinalnog 

puta (Ushiyama i sar., 2010; Jung i sar., 2012). CMC kvantitativno odražava vezu 

između kore velikog mozga i motoneurona i može se koristiti kao mera (indeks) 

kortikalne lokomotorne kontrole odgovarajućeg mišića (Jung i sar., 2012). Istovremeno, 

CMC odražava i očuvanost piramidalnog puta i ima važnu ulogu u integraciji 

senzomotornih informacija (Kamp i sar., 2013). CMC je ustanovljena kao mera 

kvantifikacije funkcionalne veze u frekventnom domenu između motorne kore i 

kontralateralnog perifernog mišića, odnosno kao mera integriteta piramidalnog sistema 

(Krause i sar., 2014). Pokazano je da je tokom slabe do umerene izometrijske kotrakcije 

izražena CMC u beta frekventnom domenu (Kristeva i sar., 2007). Za razliku od 

tremora koji je povezan sa povećanom sinhronizacijom oscilacija u beta frekventnom 

domenu (Krause i sar., 2014), usporavanje pokreta (bradikinezija, akinezija i rigidnost) 

kod PB pacijenata je povezana sa smanjenjem beta CMC vrednosti (Salenius i sar., 

2002). 

Rezultati ove doktorske disertacije su u skladu sa istraživanjima koja govore da 

degeneracija PPT holinergičkih neurona može biti uzrok motornih simptoma kod osoba 

sa PB i RBD (Peever i sar., 2014). Obzirom da PPT jedro ima funkciju u kontroli 

celokupnog REM fenomena (Datta i MacLean, 2007), uključujući i motornu kontrolu, i 

da preko svojih nishodnih holinergičkih projekcija izaziva pojavu atonije 

antigravitacione muskulature u toku REM faze spavanja (Grace i sar., 2013; Peever i 

sar., 2014; Torontali i sar., 2014), oštećenje ovog jedra može usloviti izdvajanje 

patološkog REM1 stanja. Prisustvo REM1 stanja, odnosno REM-a bez atonije, u 

eksperimentalnom modelu PB holinergičke neuropatologije u pacova, korišćenom u 

ovoj doktorskoj disertaciji, predstavlja poremećaj ponašanja u REM fazi spavanja 

(patološki REM) i važan je znak početka neurodegeneracije u PB. 

Rezultati ove doktorske disertacije dokazuju po prvi put da je bilateralni deficit 

holinergičkih PPT neurona veći od 23 % kroz celokupnu antero-posteriornu dimenziju 



 

124 
 

oba PPT jedra uslovio nastanak novog, patološkog REM stanja (REM1, REM bez 

atonije, REM sigma koherencije) pored fiziološkog REM stanja (REM2, REM sa 

atonijom, REM teta koherencije). Ova dva REM stanja, koja nastaju kao posledica 

oslabljene PPT holinergičke kontrole, su različita stanja u odnosu na: totalnu EMG 

snagu mišića vratne muskulature, topografski različite EEG mikrostrukture i različite 

lokomotorne kontrole mišića dorzalne vratne muskulature iz senzomotorne i motorne 

kore (Petrović i sar., 2014).  
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6. ZAKLJUČCI 
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U skladu sa postavljenim ciljevima i dobijenim rezultatima ove doktorske 

disertacije moguće je izvesti sledeće zaključke: 

 

1. Degeneracija glavnog kortikalnog izvora holinergičke inervacije velikog mozga 

pacova (NB lezija) izazvala je: 

a. Topografski specifične promene u arhitekturi spavanja i relativnoj teta 

amplitudi budnosti i REM faze spavanja. 

b. Za promene u arhitekturi spavanja, kao i za dugotrajno povećanje REM 

teta amplitude neophodno je veće oštećenje NB kortikalne holinergičke 

inervacije, odnosno bilateralna NB lezija.  

c. Topografska specifičnost NB neuropatologije za vreme budnosti i REM 

faze spavanja ukazuje na različitu funkciju holinergičkih NB neurona za 

vreme ovih stanja, kao i na mogućnost različite inervacije motorne i 

senzomotorne kore velikog mozga pacova od strane istih populacija 

holinergičkih NB neurona.   

 

2. Degeneracija glavnog talamo-kortikalnog izvora holinergičke inervacije velikog 

mozga pacova (PPT lezija) izazvala je: 

a. Promene u strukturi prelaznih stanja u toku spavanja i generalizovano 

povećanje kortikalne aktivacije tokom svih faza spavanja u trajanju od 5 

nedelja. 

b. U osnovi izmenjene strukture prelaznih stanja, nastale usled talamo-

kortikalne holinergičke denervacije, nalazi se porast broja budnost/REM 

i REM/budnost prelaza. 

c. Povećanu kortikalnu aktivaciju tokom svih faza spavanja, nastalu usled 

talamo-kortikalne holinergičke denervacije, obeležilo je povećanje 

amplitude viših frekventinih opsega (beta i gama amplitude) i smanjenje 

amplitude nižih frekventnih opsega (delta amplituda). 
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3. Degeneracije funkcionalno različitih holinergičkih inervacija velikog mozga 

pacova u modelima težih oblika neurodegeneracija (bilateralna NB lezija u 

odnosu na bilateralnu PPT leziju) dodovi do: 

a. Topografski specifičnih promena u strukturi prelaznih stanja i EEG 

mikrostrukturi na osnovu kojih je moguće razlikovati poremećaje 

funkcionalno različitih holinergičkih inervacija velikog mozga pacova. 

b. Razlike nastale usled degeneracije funkcionalno različitih holinergičkih 

inervacija velikog mozga pacova su naročito izražene u motornoj kori za 

vreme NREM i REM faze spavanja. 

c. Oslabljena PPT holinergička kontrola uslovljava direktnu potencijaciju 

kontrole motorne kore od strane holinergičkih NB neurona (usled 

različite NB inervacije senzomotorne i motorne kore), a na nivou 

talamusa potencijaciju uticaja noradrenergičkih  LC neurona i neuronske 

mreže između kore velikog mozga i bazalnih ganglija na motornu koru. 

 

4. Degeneracija glavnog talamo-kortikalnog izvora holinergičke inervacije velikog 

mozga pacova (PPT lezija) dodatno je uslovila: 

a. Izdvajanje dva različita REM stanja u okviru REM faze spavanja: REM1 

(REM bez atonije, patološki REM, ili REM sigma koherencije)  i REM2 

(REM sa atonijom, fiziološki REM, ili REM teta koherencije). 

b. Izdvojena REM stanja, REM1 i REM2, pored razlike u ukupnoj snazi 

mišića dorzalne vratne muskulature razlikuje i specifična topografija 

EEG mikrostrukture, kao i lokomotorna kontrola mišića dorzalne vratne 

muskulature. 

c. PPT lezija je izazvala generalizovan pad REM/REM1/REM2 beta 

koherencije i dominantno izmenila kontrolu vratnih mišića iz 

senzomotorne kore za vreme REM2 stanja (REM sa atonijom, fiziološki 

REM, ili REM teta koherencije), dok je novonastalo REM1 stanje (REM 

bez atonije, patološki REM, REM sigma koherencije), izuzev izmenjene 

beta koherencije usled poremećaja lokomotorne kontrole iz 

senzomotorne kore, ostalo stabilno. 
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Rezultati ove doktorske disertacije su po prvi put pokazali da se poremećaji 

funkcionalno različitih inervacija velikog mozga pacova (NB lezija u odnosu na PPT 

leziju) mogu razlikovati na nivou EEG aktivnosti, kroz topografski specifične promene 

arhitekture spavanja, strukture prelaznih stanja u toku spavanja i EEG mikrostrukture 

budnosti, NREM i REM faze spavanja. Sve dokazane topografske razlike u arhitekturi 

spavanja, strukturi prelaznih stanja i EEG mikrostrukturi između senzomotorne i 

motorne kore velikog mozga pacova, kako u kontrolnim uslovima tako i nakon NB ili 

PPT lezije, ukazuju da je spavanje kao ponašanje više lokalni nego globalni fenomen. 

Takođe, po prvi put je pokazano da poremećaj talamo-kortikalne inervacije 

velikog mozga pacova (PPT lezija) uslovljava nastanak novog, patološkog REM stanja 

(REM1, REM bez atonije, REM sigma koherencije). Veoma ozbiljni poremećaji u 

spavanju nastali usled oslabljene PPT holinergičke kontrole, za razliku od oslabljene 

NB holinergičke kontrole, bili su izraženi kao: porast broja budnost/REM i 

REM/budnost prelaza, povećana kortikalna aktivacija u toku svih faza spavanja, dva 

različita REM stanja, kao i dominantna izmena senzomotorne kontrole mišića dorzalne 

vratne muskulature iskazane kao pad REM/REM1/REM2 beta koherencije.  
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