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NASLOV DOKTORSKE DISERTACIJE:

Uticaj repetitivne transkranijalne magnetne stimulacije na ekspresiju neurotrofi¢énog
faktora mozdanog porekla, transportere za glutamat i oksidativno stanje u selektivno
osetljivim mozdanim strukturama pacova

SAZETAK

Uvod Uticaj repetitivne transkranijalne magnetne stimulacije (rTMS) na obim i
kvalitet celularnih i subcelularnih promena u mozgu je nedovoljno poznat. Pokazano je da
oblik rTMS- stimulacija teta praskovima (eng. theta burst stimulation; TBS) podsti¢e procese
nalik dugotrajnoj potencijaciji i dugotrajnoj depresiji, koji se nalaze u osnovi sinapticke
plasti¢nosti. Medu faktorima koji su znacajni u indukciji i odrzavanju sinapticke plasti¢nosti
isticu se neurotrofi¢ni faktor mozdanog porekla (eng. brain derived neurotrophic factor,
BDNF), ekspresija vezikularnih i membranskih glutamatnih transportera koji podrzavaju
funkciju i promet glutamata, kao i oksidativno stanje neuralnih komponenti, koje je
pokazatelj stepena i kvaliteta iskoriS¢avanja kiseonika i odrzavanja metabolickih procesa u
optimalnom okviru. S obzirom da se tehnikama rTMS direktno moze uticati na povecanje,
odnosno smanjenje nadrazljivosti mozga i time pokrenuti promene sinapti¢ke plasti¢nosti,
studija se bavila uticajem ovakve vrste stimulacije na ekspresiju BDNF, ekspresiju
membranskih 1 vezikularnog glutamatnog transportera, kao i nivo prooksidativnih i
antioksidativnih biohemijskih pokazatelja u mozdanim regionima koji bi po svojim
strukturnim i funkcionalnim karakteristikama mogli biti izmenjeni.

Cilj Cilj istrazivanja bio je utvrditi uticaj jednokratne i viSekratne primene
intermitentnog (iTBS) i kontinuiranog (kTBS) protokola na ekspresiju vGIuT i EAAT, BDNF,
kao i nivo promena biohemijskih parametara oksidativnog stanja u selektivno osetljivim
strukturama mozga pacova razli€ite starosti.

Metode Uzrasno usaglasene grupe muzjaka pacova Wistar soja, starosti 4 (mladi) i 8
(adulti) nedelja podeljene su na podgrupe tretirane jednokratno ili visekratno-tokom 10 dana,
u okviru kojih su formirane placebo (kontrolne) grupe i grupe stimulisane protokolima iTBS
ili KTBS. Stimulacija je vriena pomoéu aparata MagStim Rapid? i kalema oblika osmice
dijametra 25 mm. U uzorcima homogenata motorne kora, strijatuma, hipokampusa i malog
mozga odredivani su parametri oksidativnog statusa, a histohemijskom metodom
imunofluorescence odredivana je ekspresija BDNF, vGIluT-1, GLAST, GLT-1 i GFAP.



Rezultati Tkivne promene su zavisne od strukture i vremenskog obrasca primenjenog
protokola TBS, kao i uzrasta eksperimentalnih zivotinja. Visekratna primena iTBS kod mladih
pacova povecava ekspresiju VGIuT-1 u strijatumu, hipokampusu i cerebelumu, dok kod adulta
dovodi do smanjenja ekspresije u mozdanoj kori. Kod mladih zivotinja se sa jednokratnom
ITBS aplikacijom poveéava GLAST u hipokampusu i malom mozgu, dok se sa visekratnim
ITBS tretmanom poveéava GLAST u mozdanoj kori, a smanjuje u hipokampusu. Visekratna
primena iTBS kod adulta smanjuje ekspresiju GLT-1 u hipokampusu i cerebelumu. Kod
mladih Zivotinja, jednokratni iTBS smanjuje BDNF u hipokampusu, a viSekratni iTBS
smanjuje BDNF u mozZdanoj kori. Visekratni iTBS protokol kod adulta povecava ekspresiju
GFAP u hipokampusu i malom mozgu. Jednokratna primena kTBS smanjuje vGIuT-1 u
mozdanoj kori adulta, dok viSekratni protokol pove¢ava vGIuT-1 u mozdanoj kori mladih
pacova. Kod mladih Zivotinja, jednokratni KTBS smanjuje GLAST u hipokampusu i povecava
u cerebelumu, dok kod adulta povecava ekspresiju u hipokampusu i cerebelumu. Visekratni
KTBS protokol kod mladih pacova dovodi do povecanja ekspresije GLAST u mozdanoj kori i
strijatumu. Visekratni kTBS protokol kod adulta smanjuje ekspresiju GLT-1 u hipokampusu i
cerebelumu. Visekratna primena kTBS kod mladih pacova smanjuje BDNF u motornoj kori i
cerebelumu, dok se kod adulta ekspresija ovog molekula ne menja. Dobijeni rezultati
pokazuju da primena iTBS/KTBS ne pokrece stanje oksidativnog stresa u selektivno osetljivim
mozdanim strukturama mladih 1 adultnih pacova, ali povecava oksidativno oSte¢enje proteina
u strijatumu adulta.

Zakljudak Sprovedena istrazivanja doprinose saznanjima o celularnim mehanizmima
delovanja jednokratnih i visekratnih iTBS/ KTBS protokola, odnosno dinamici i intenzitetu
uzrasno specificnih promena u funkciji glutamata i BDNF, a procenom oksidativnog stanja
dobijen je uvid u stepen metabolickih promena u selektivno osetljivim mozdanim
strukturama. Kako dobijeni rezultati prosiruju saznanja o efektima TBS na zivotinjskom
modelu, uz rezultate elektrofizioloskih istrazivanja na zdravim dobrovoljcima, oni
opravdavaju primenu rTMS kod zdravih osoba razlicite starosne dobi u svrhu poboljsanja

koncentracije, paznje i kognicije.

Kljuéne reéi rTMS, TBS, BDNF, glutamat, oksidativni stres, mozak, pacovi
Nauc¢na oblast Medicina

UZa nau¢na oblast Neuronauke



DOCTORAL DISSERTATION TITLE

Influence of repetitive transcranial magnetic stimulation on expression of brain
derived neurotrophic factor, glutamate transporters and oxidative status in selectively
vulnerable brain structures in rats

ABSTRACT

Introduction The influence of repetitive transcranial magnetic stimulation (rTMS) on
the extent and quality of cellular and subcellular changes in the brain is insufficiently known.
It has been shown that the form of rTMS- theta-burst stimulation (TBS) stimulates processes
comparable to long-term potentiation and long-term depression, which form the basis of
synaptic plasticity. Among the factors that are essential in the induction and maintenance of
synaptic plasticity are the brain-derived neurotrophic factor (BDNF), expression of vesicular
and membrane glutamate transporters that support the function and turnover of glutamate, as
well as the oxidative states of neural components, which are indicators of the degree and
quality of oxygen utilization, and maintenance of metabolic processes in the optimal
framework. Since rTMS techniques can directly affect the increase or decrease of brain
excitability and thus trigger modifications in synaptic plasticity, the study attends to the
impact of this type of stimulation on BDNF expression, membrane and vesicular glutamate
transporter expression, as well as the level of prooxidative and antioxidant biochemical
parameters in brain regions that could be amended by their structural and functional features.

Aim The study is aimed to determine the influence of single and multiple application
of intermittent (iTBS) and continuous (kTBS) protocols on the expression of vGIuT and
EAAT, BDNF, as well as the level of differences in biochemical parameters of oxidative state
in selectively vulnerable brain structures of different aged rats.

Methods Age-matched groups of male Wistar rats, aged 4 (young) and 8 (adult)
weeks, were divided into subgroups treated once or repeatedly over ten days, within which
placebo (control) groups and groups stimulated with protocols of iTBS or KTBS were formed.
Stimulation performed using a MagStim Rapid2 device, and an eight-shape coil of 25 mm
diameter. The parameters of oxidative status are determined in homogenates of the motor
cortex, striatum, hippocampus, and cerebellum, whereas the expressions of BDNF, vGIuT-1,

GLAST, GLT-1, and GFAP were revealed by histochemical immunofluorescence method.

Results Tissue changes are subject to the structure and time pattern of the applied TBS

protocol, as well as the age of the experimental animals. Repeated administration of iTBS in



young rats increases the expression of vGIuT-1 in the striatum, hippocampus, and
cerebellum, whereas, in adults, it leads to a decrease in its expression in the cerebral cortex.
In young animals, with a single iTBS application, GLAST raised in the hippocampus and
cerebellum, while after multiple iTBS treatments, GLAST increases in the cerebral cortex
and decreases in the hippocampus. Repeated administration of iTBS in adults reduces GLT-1
expression in the hippocampus and cerebellum. In young animals, single iTBS reduces
BDNF in the hippocampus, and multiple iTBS reduce BDNF in the cerebral cortex. Multiple
ITBS protocols in adults increase GFAP expression in the hippocampus and cerebellum. A
single administration of KTBS decreases vGIuT-1 in the cerebral cortex of adults, while
multiple administrations increase vGIuT-1 in the cerebral cortex of young rats. In young
animals, a single kTBS decreases GLAST in the hippocampus and increases in the
cerebellum, while in adults, it increases expression in the hippocampus and cerebellum.
Multiple KTBS protocols in young rats lead to increased GLAST expression in the cerebral
cortex and striatum. Multiple KTBS protocols in adults reduce GLT-1 expression in the

hippocampus and cerebellum.

Repeated administration of KTBS in young rats reduces BDNF in the motor cortex and
cerebellum, while in adults, the expression of this molecule does not change. The obtained
results show that iTBS / KTBS does not initiate the state of oxidative stress in the selectively
vulnerable brain regions of young and adult rats but promotes the oxidative impairment of

proteins in the adult striatum.

ConclusionThe conducted research contributes to the data of cellular processes induced by
single and multiple iTBS / KTBS protocols, respectively, to change the dynamics and
intensity of age-specific changes in glutamate and BDNF function. The assessment of
oxidative state provides insight into the degree of metabolic changes in selectively vulnerable
brain regions. As the obtained results expand the knowledge about the effects of TBS on the
animal model, along with the results of electrophysiological research on healthy volunteers,
they justify the use of rTMS in healthy people of different ages to improve concentration,

attention, and cognition.

Keywords rTMS, TBS, BDNF, glutamate, oxidative stress, brain, rats Scientific field
Medicine

Specific scientific field Neuroscience
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a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazol-propionatna kiselina (eng.

AMPA a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid)
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BDNF Neurotroﬁér_li faktor mozdanog porekla (eng. brain derived
neurotrophic factor)
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GLAST Glutamat-aspartatni transporter (eng. glutamate aspartate
transporter)
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| UVOD

Tokom razvoja ljudske civilizacije, ne razumevajuéi prirodne pojave, ¢ovek im je
davao misti¢na znacenja i nazivao ih nadprirodnim silama. Prvobitna ljudska zajednica se
sudarala sa mnogim nadprirodnim silama, a jedna od tih sila bilo je i prirodno zracenje. Ljudi
su uvidali da postoje mesta koja ne prijaju zivotu biljaka i Zivotinja, a ni njima samima, te su
ih izbegavali i oznacavali kao opasna po zivot. Jedan od izvora zrafenja bio je magnet.
Veruje se da ga je ¢covek prvobitne zajednice otkrio u ranom gvozdenom dobu, a moguce i
ranije. Ne shvatajuci pravu prirodu magnetizma, magnetu su se pridavala misti¢na svojstva |
koris¢en je u razli¢ite, najces¢e obredne svrhe. Vremenom su se stvari izmenile, pa zapisi
ukazuju da su ga stari Egip¢ani, Grei 1 Rimljani koristili u terapijske svrhe. U srednjem veku
rodonacelnici medicine toga doba, Klaudije Galen, Avicena i Paracelzus su upotrebljavali
magnet tj. magnetno zracenje u leenju razli¢itih oboljenja. Krajem XVII veka osnovano je
Englesko kraljevsko drustvo za magnetoterapiju. Daljim razvojem nauke utvrdeno je da je
planeta Zemlja jedan veliki magnet, a magnetno polje dovedeno u odnos sa elektri¢nim
poljem, pri ¢emu se stvaraju elektromagnetni talasi. Polifazne struje koje je otkrio Nikola
Tesla iskoriS¢ene su najpre kao izvor pokretanja elektromotora koji su doveli do nove
industrijske revolucije. Danas postoji bezbroj uredaja u okolini coveka koji koriste polifazne
struje  generuSuc¢i elektromagnetna polja razli¢ite snage, posledicno stvarajuci
elektromagnetno zaguSenje, tzv. elektrosmog. Kako se povecava koli¢ina ovoga zaguSenja,
narasta 1 koli¢ina saznanja o Stetnosti 1 u nekim slucajevima pogubnom uticaju elektrosmoga
na zdravlje Coveka 1 drugih Zivih bic¢a. Postoji veliki broj radova koji nesumnjivo ukazuju da
razlic¢iti oblici elektromagnetnih talasa imaju korisne, ali i Stetne efekte na zdravlje ¢oveka.
Usled toga neophodno je njihovo dalje izucavanje kako bi se nepozeljne posledice

predupredile.

Posebno je od interesa razmatrati delovanje elektromagnetnih polja (EMP) na rad i
funkcionisanje centralnog nervnog sistema (CNS). Postoje mnoge razli¢ite metode i tehnike
koje se mogu iskoristiti pri istrazivanju delovanja EMP na mozak poput EEG, fMRI, PET,
SPECT, evocirani potencijali, transkranijalna magnetna stimulacija (TMS).



| 1. Transkranijalna magnetna stimulacija

1.1. Principi magnetne stimulacije

Pre vise od 30 godina su Merton i Morton izazvali periferni motorni odgovor
stimuliSu¢i motorna polja ljudskog mozga elektricnom stujom kroz neoSte¢enu poglavinu.
Ova potencijalno korisna metoda stimulacije mozga je bila bolna i neprijatna za ispitanike §to
je predstavljalo ograni¢avaju¢i faktor u njenoj primeni (Merton i Morton, 1980). Barker i
saradnici su pet godina nakon toga pokazali da je moguce neinvazivno stimulisati mozak
promenljivim magnetim poljem, metodom TMS, S§to predstavlja zacetak savremene
neinvazivne magnetne stimulacije (Barker i sar., 1985). Magnetna stimulacija se bazira na
nauénim principima elektromagnetne indukcije koju je otkrio Mihael Faradej 1831. godine.
Prilikom TMS, na poglavinu se postavlja magnetni kalem, koji se sastoji od namotaja zice
kroz koji se propusta snazna naizmeni¢na struja generisana u stimulatoru. Prolaskom struje
kroz kalem indukuje se magnetno polje visokog intenziteta (u zavisnosti od stimulatora,
maksimum 1,5 - 2,5 T, trajanja izmedu 200-600 ps) koje gotovo bez otpora prolazi kroz tkiva
lobanje. Linije magnetnog polja usmerene perpendikularno na ravan kalema, u neuralnim
strukturama povrsinskih delova mozdane kore indukuju slabo elektri¢no polje (do dubine 1,5-
2 cm), paralelno sa ravni kalema, u kome je smer kretanja struje suprotan u odnosu na smer
struje u kalemu (Hallett, 2007; Wassermann, 1998). Primena pojedinacnog TMS pulsa
dovodi do promene transmembranskog potencijala, depolarizacije neuronske membrane i
inicijacije akcionog potencijala, koji se propagira na uobicajeni nacin (Hasey, 2001).
Opisanim mehanizmom se direktno pobuduju interneuroni ili, pri vi§im intenzitetima
stimulacije, sami piramidalni neuroni mozdane kore. Takode, TMS moze indirektno da utic¢e
na strukture udaljene od mesta stimulacije trans-sinapti¢kim provodenjem (Hallett, 2007;
Wassermann, 1998).

1.1.1. Tipovi kalemova i prostorne karakteristike elektricnog polja

Kalemovi za magnetnu stimulaciju se najéeS¢e sastoje od jedne ili vise dobro
izolovanih spirala bakarne zice, koje su zajedno sa dodatnom elektronskom opremom
smestene u plasti¢no kuciste (Pascual-Leone i sar., 1999). Shodno potrebama za odredenim
osobinama elektricnog polja koje se njima indukuje (lokalizovanost, jacina, dubina
penetracije), izraduju se u razli¢itim dimenzijama i geometrijskim oblicima. Kalemovi veéih

dimenzija stvaraju polje koje je manje lokalizovano, ali veée penetrabilnosti, dok manji



kalemovi stvaraju lokalizovanije polje koje prodire samo u povrsinske slojeve mozdanog
korteksa. Konvencionalno se upotrebljavaju kruzni i kalemovi oblika osmice (leptir-

kalemovi).

Kruzni kalemovi se upotrebljavaju od zac¢etka TMS zbog jednostavnog geometrijskog
oblika i lakog konstruisanja (slika | 1.a). Njihovom upotrebom se postize slabo lokalizovana
stimulacija mozdanog tkiva, sa maksimalnom ja¢inom elektriénog polja direktno ispod
spirale zice. Obzirom da su najvaznije prostorne karakteristike TMSom indukovanog
elektri¢nog polja njegova lokalizovanost i dubina penetracije, kalemovi oblika osmice (slika |
1.b) su konstruisani sa ciljem da se stvori usmerenije elektricno polje vece penetrabilnosti.
Prednost ovih kalemova je pre svega dobra lokalizovanost zone stimulacije. Jacina
indukovane elektri¢ne struje je maksimalna direktno ispod centra kalema gde se ukrstaju dve
petlje osmice, dok se struja znatno slabijeg intenziteta indukuje u tkivu ispod obe spirale Zice.
Upotrebom konvencionalnih TMS kalemova, indukovano elektriéno polje je prakti¢no
ograni¢eno na povrsne slojeve mozdane kore usled brzog opadanja njegovog intenziteta sa
kvadratom udaljenosti. Potreba za stimulacijom dubljih mozdanih struktura, tj. za
povecanjem penetrabilnosti Stimulacije je rezultovala konstruisanjem kalemova slozenih
geometrijskih oblika kao §to su dvostruki konusni kalemovi (slika I 1.c), koje formiraju dve
velike spirale Zice fiksirane pod uglom od 95° jedna u odnosu na drugu, kao i familija Hesed
kalemova (slika | 1.d) koji imaju kompleksan obrazac namotavanja zice i vece dimenzije.
Doprinos stimulacije ovim nekonvencionalnim tipovima kalemova po pitanjima
penetrabilnosti i lokalizovanosti u poredenju sa konvencionalnim, predstavlja predmet daljeg

istrazivanja (Deng i sar., 2013; Pascual-Leone i sar., 1999; Rossi i sar., 2009).

a b C d

Slika I 1. Tipovi kalemova za transkranijalnu magnetnu stimulaciju (TMS):

a) kruzni kalem, b) kalem oblika osmice, c¢) dvostruki konusni kalem, d) Hesed kalem



1.1.2. TMS protokoli

U proucavanju razli¢itih funkcija ljudskog mozga kao sto su motorne funkcije, ucenje,
govor, vid, ali i ispitivanje mehanizama uklju¢enih u poremecaje mozdanih funkcija belezi se
upotreba TMS. Osim upotrebe u istrazivanjima, TMS se koristi u dijagnostici i terapiji
psihijatrijskih i neuroloskih poremecaja, kao i zdravoj populaciji, u cilju poboljsanja
kognitivnih i motornih funkcija (Hallett, 2007; Ridding i Ziemann, 2010).

Stimulacija pojedinaénim magnetnim pulsevima (SPMP, eng. single pulse TMS) se
naj¢esce upotrebljava za mapiranje motorne kore i prou¢avanje centralnog vremena motornog
provodenja. Ovom metodom se dobija ,,mapa“ polja na skalpu ¢ijom se stimulacijom moze
izazvati odgovor (kontrakcija) ciljnog misica (Wassermann i sar., 1992). Metoda SPMP se
takode upotrebljava za proucavanje kognitivnih defekata i odredivanje polja i vremena u

kojima se desavaju specifi¢ni kortikalni procesi (Jahanshahi i Rothwell, 2000).

Tehnika sparenim pulsevima TMS podrazumeva stimulisanje jednog polja kore
velikog mozga sa dva sukcesivna pulsa generisana od strane dva magnetna stimulatora,
oslobodena kroz isti kalem sa kratkim interstimulusnim intervalima ili stimulisanje dva
regiona kore upotrebom dva razli¢ita kalema. Studije sparenih pulseva primenjuju se kao
korisna  dijagnosticka procedura u prouCavanju patoloSkih interhemisferi¢énih 1
intrakortikalnih interakcija u razli¢itim neurolo§kim i psihijatrijskim oboljenjima u realnom

vremenu (Rossi i sar., 2009; Wittenberg i sar., 2007).

1.1.2.1 Repetitivna TMS

Tehnika kojom se nad odredenim mozdanim regionom aplikuju nizovi magnetnih
pulseva frekvencije u rasponu od 0,2 Hz do 50 Hz naziva se repetitivnha TMS (rTMS).
Konvencionalni protokoli pri kojima se primenjuju niskofrekventni nizovi stimulusa (<1Hz)
se nazivaju niskofrekventna ili spora rTMS, dok se visokofrekventnom ili brzom rTMS
nazivaju protokoli sa frekvencijom vecom od 5Hz. Ovakva klasifikacija je zasnovana na
razli¢itim fizioloskim efektima i stepenu rizika koji je udruZen sa nisko ili visokofrekventnom
stimulacijom (Hallett, 2007; Rossi i sar., 2009). Nizovi pulseva u niskofrekventnim
protokolima se uglavnom aplikuju kontinuirano bez pauze, dok se pri visokofrekventnim
protokolima aplikuju u grupama koje se ponavljaju nakon pauze (perioda bez stimulacije)
(Rossi i sar., 2009).



Tri faktora koja najvise uticu na efekat rTMS su intenzitet, frekvencija i trajanje
stimulacije. Efekti rTMS su u pocetku najvise ispitivani na nivou motorne kore i
kortikospinalnog puta zdravih ljudi. U ovim studijama je intenzitet stimulacije definisan kao
procenat individualnog motornog praga (eng. motor threshold) i predstavlja najnizi intenzitet
TMS koji se aplikuje nad motornom korom koji moze da izazove misi¢ni odgovor na
kontralateralnoj Saci u 5 od 10 proba. Efekat rTMS na ekscitabilnost se procenjivao
merenjem amplitude motornih evociranih potencijala (eng. motor-evoked potentials— MEP),
potencijala koji se registruju u misi¢ima nakon direktne stimulacije motorne kore. Na ovaj
nacin je pokazano da visokofrekventna rTMS, uglavnom povecava amplitude MEP-a, a time
smatra se i ekscitabilnost (Arai i sar., 2007; Gilio i sar., 2007; Jung i sar., 2008; Rizzo i sar.,
2004), dok niskofrekventna rTMS snizava amplitude MEP-a tj. ispoljava inhibitorne efekte
(Chouinard i sar., 2003; Taylor i Loo, 2007; Todd i sar., 2006), koji prevazilaze period
stimulacije. Na veli¢inu i trajanje ovih naknadnih efekata izuzetno uti¢u intenzitet i duzina
trajanja stimulacije, tako da veci intenzitet i duze trajanje stimulacije uglavnom izaziva
dugotrajnije i izrazenije poveéanje, odnosno smanjenje kortikalne ekscitabilnosti (Fitzgerald i
sar., 2006; Hoogendam i sar., 2010).

Osim promena funkcije motorne kore, primena rTMS moze kod Zivotinja reverzibilno
da izazove promenu ponasanja i ispolji efekat na procese ucenja (Funke i Benali, 2011), a u
nizu istrazivanja primenjuje se u tretmanu neuroloskih ili psihijatrijskih bolesti, i to pre svih
depresije, a potom cerebrovaskularnog insulta, Alchajmerove demencije, Parkinsonove
bolesti, shizofrenije, amiotrofi¢ne lateralne skleroze (Chou i sar., 2015; George i sar., 2010;
Lindenberg i sar., 2010; Rabey i sar., 2013; Vucic i sar., 2013; Zanette i sar., 2008). U
manjem broju studija na zdravim dobrovoljcima, kao i u studijama sa bolesnim osobama,
pokazana je znatna varijabilnost odgovora na rTMS. Kod zdravih dobrovoljaca, rTMS moze
da destabilizuje procese konsolidacije pamcenja, ali su u zavisnosti od protokola verifikovani
i pozitivni efekti rTMS na poboljSanje kognitivnih i motornih funkcija (Luber i sar., 2007;
Yamanaka i sar., 2010).

1.1.2.2. Stimulacija teta praskovima

Primarni cilj ispitivanja i razvoja razli¢itih protokola rTMS u humanoj populaciji je
predstavljao potencijalno lecenje oboljenja koja u osnovi nastaju zbog povecanja ili

smanjenja nadraZljivosti mozga. Smatralo se da bi pozitivni efekti tretmana bili ostvareni



indukovanjem sinapticke (neuralne) plasti¢nosti, koja predstavlja bazicni mehanizam
adaptacije mozga na promene koje dolaze iz spoljasnje sredine ili samog organizma. Uprkos
dobroj ideji, upotreba konvencionalnih obrazaca rTMS je dala slabe rezultate koji su se
ogledali u velikoj varijabilnosti efekata i blagom pobolj$anju simptoma koji su kratkotrajni.
Razlozi za slabe rezultate su bili potreba za dugotrajnom i produzenom stimulacijom, kao i
primenom relativno niskih frekvencija i intenziteta stimulacije iz sigurnosnih razloga. Kao
poseban oblik rTMS razvijena je stimulacija teta praskovima (eng. theta burst stimulation;

TBS) upravo zbog prevazilazenja ovih ograni¢enja (Huang i sar., 2005).

Sam teta prasak u animalnim studijama je razvijen da bi imitirao fizioloSke obrasce
neuronskog praznjenja koji se deSavaju u hipokampusu pacova dok istrazuje nepoznato
okruzenje (Diamond i sar., 1988). TBS predstavlja struktuirani oblik rTMS pri kojoj se grupe
od po 3 stimulusa sa interstimulusnim intervalom od oko 10 ms i frekvencijom 50 Hz
ponavljaju priblizno svakih 170 ms tako da je ukupno trajanje ciklusa oko 200 ms, Sto
predstavlja ekvivalent od 5 Hz (teta opseg frekvencija u elektroencefalografiji).
Konvencionalna rTMS podrazumeva aplikovanje pravilno ponavljanih pojedinaénih TMS
pulseva (isklju¢ivo jedan obrazac periodi¢nosti), dok u slu¢aju TBS postoje dva osnovna i
najéeS¢e upotrebljavana obrasca stimulacije, sa potencijalom bidirekcione modulacije
nadrazljivosti motorne kore, koji se nazivaju intermitentni (iTBS) i kontinuirani obrazac
(KTBS). Prva saznanja o efektima ovih protokola su dobijena ispitivanjem ekscitabilnosti
motorne kore ljudi, merenjem amplitude MEP-a, ¢ime je pokazano da iTBS dovodi do
povecanja amplitude, dok kTBS dovodi do njene redukcije u trajanju duzem od 20 min nakon
stimulacije. Slicni rezultati su dobijeni i u kasnijim studijama, pa je opSte prihva¢eno da
ITBS podstice ekscitacijsku neurotransmisiju, a da kTBS izaziva njenu supresiju (Hoogendam
i sar., 2010).

| 2. Glutamatergi¢ka neurotransmisija

Patofizioloske osnove razliCitih oboljenja 1 patoloskih stanja CNS su oStecenje
selektivnih populacija neurona, pri ¢emi je tacna etilogija patoloskih procesa jo§ uvek
nepoznata. Glutaminska kiselina (Glu) je neesencijalna amino-kiselina ¢iji su karboksilatni
anjoni i soli poznati kao glutamat (Glu). U organizmu sisara uglavnom je prisutan u CNS gde
ima ulogu najvaznijeg ekscitatornog neurotransmitera i glasnika. Nakon oslobadanja iz

presinaptickih terminala, Glu se transportuje u astrocite, gde se konvertuje u glutamin,



aktivno$c¢u enzima glutamin sintetaze. Potom se vrac¢a u neurone, podleze deaminaciji u Glu
posredstvom fosfat zavisne glutaminaze, ¢ime se kompletira glutamat-glutaminski ciklus
(slika 1 2.). Obzirom da Glu ne prolazi krvno-mozdanu barijeru (KMB), za odrZavanje
njegove adekvatne koncentracije u tkivu CNS neophodna je kontinuirana sinteza i to
isklju¢ivo de novo sinteza u astrocitima. Katalitickim dejstvom astrocit specificnog enzima
piruvat karboksilaze i piruvat dehidrogenaze koji konvertuju dva molekula piruvata (dobijena

iz glukoze) sintetiSe se novi molekul Glu.

U mozgu je Glu takode prekursor za sintezu y-aminobuterne kiseline (eng. gamma
aminobutyric acid; GABA) koja nastaje njegovom dekarboksilacijom u reakciji katalizovanoj
glutamat dekarboksilazom (eng. glutamic acid decarboxylase; GAD). Zajedni¢ki metabolicki
put Glu i GABA je od izuzetnog znacaja obzirom da predstavljaju glavni ekscitacijski,
odnosno inhibicijski neurotransmiter. Takode, u astrocitima Glu mozZe biti konvertovan u a-
ketoglutarat, a potom ukljucen u Krebsov ciklus. Procenjuje se da se ovim putem oksiduje
oko 30% ukupnog pula Glu u mozgu. Pretpostavka je da na taj nacin Glu sluzi kao
alternativni izvor adenozin-3-fosfata (ATP) u odsustvu glukoze (Mehta i sar., 2013;
Schousboe i sar., 2014). Takode, pokazano je da povisena ekstracelularna koncentracija Glu

dovodi do njegove povecane oksidacije (Torres i sar., 2013).

Glutamat je glavni neurotransmiter koji ostvaruje brzu ekscitatornu sinapticku
transmisiju 1 ima izuzetno vaznu ulogu u procesima sinapti¢ke plasti¢nosti, u¢enja, memorije
i drugih kognitivnih funkcija. Njegova intracelularna koncentracija je oko 10° puta veéa nego
u ekstracelularnom prostoru, $to je od izuzetnog znacaja jer se na taj nacin sprecava preterana
stimulacija glutamatnih receptora i odrzava normalna funkcija mozga. Veoma je vazno ne
samo da se Glu nalazi u precizno odredenoj koncentraciji, na pravom mestu u pravo vreme,
ve¢ 1 da ciljne celije ispoljavaju adekvatnu osetljivost na njegovo prisustvo. Spoljasnji i
unutra$nji faktori koji narusavaju bilo koji od ovih cinilaca neophodnih za odrzavanje
normalne glutamatergicke transmisije mogu dovesti do ostecenja funkcije mozga (Goto i sar.,
2009; Mehta i sar., 2013).

2.1. Receptori za glutamat
Svoje efekte Glu ispoljava aktivacijom dve klase receptora i to ligandom kontolisanih

jonskih kanala (jonotropni receptori) i receptora spregnutih sa G-proteinom (metabotropni

receptori). Vezivanjem za jonotropne receptore Glu ostvaruje brzu i kratkotrajnu



ekscitacijsku transmisiju, dok sporo i dugotrajno dejstvo ispoljava vezivanjem za
metabotropne receptore. Do sada je identifikovano osam tipova metabotropnih receptora
(eng. metabotropic glutamate receptors, mGIuR) sa odredenim podtipovima koji su na
osnovu strukture i funkcije podeljeni u tri grupe. Prva grupa receptora (mGIuR1 i mGIuRb) je
lokalizovana na postsinaptickoj membrani i njihovom aktivacijom Glu moduli§e sopstveno
dejstvo i indukuje sinapti¢ku plasti¢nost. Aktivacijom receptora druge (mMGIuR2 i mGIuR3) i
tre¢e (mGIluR4, mGluR6-8) grupe, lokalizovanim dominantno na presinapti¢koj membrani,
Glu inhibira sopstveno oslobadanje i takode reguliSe procese sinapticke plasti¢nosti
(Mukherjee i Manahan-Vaughan, 2013; Nicoletti i sar., 2011). Pojedine klase mGIuR su

identifikovane na ¢elijama glije kao i imunskim ¢elijama (Nicoletti i sar., 2011).

Jonotropni glutamatergicki receptori (eng. ionotropic glutamate receptors, iGIUR) su
razvrstani u Cetiri grupe i to su a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazol-propionatni (eng. a-
amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid, AMPA), N-metil-D-aspartatni (eng. N-
methyl-D-aspartate, NMDA), kainatni (eng. kainic acid, kainate, KA) i  receptori (eng. delta
glutamate receptor, GluD). Glutamatergicki AMPA receptori su prisutni na vecini
postsinaptickih neurona i njihovom aktivacijom dolazi do depolarizacije membrane i brze
ekscitacijske transmisije. Za razliku od AMPA receptora koji su odgovorni za brze i
kratkotrajne efekte Glu, NMDA receptori lokalizovani na presinapti¢koj i postsinaptickoj
membrani dovode do dugotrajnih efekata, tako §to omoguéavaju ulazak kalcijuma (Ca*) koji
pokreée unutaréelijske glasnicke sisteme, usled ¢ega dolazi do trajnih promena koje
predstavljaju biohemijsku osnovu sinapti¢ke plasti¢nosti (Jeremy M. Henley, 2013).
Glutamatergi¢ki KA receptori lokalizovani i pre- i postsinapti¢ki uéestvuju u sinaptickoj
plasticnosti 1 takode inhibicijom GABA-ergicke transmisije potenciraju ekscitatornu
neurotransmisiju (Jin i Smith, 2011). Glutamatergicki GluD receptori su uvrsteni u iGluR
isklju¢ivo zbog sli¢nosti aminokiselinske sekvence subjedinica, iako oni ne vezuju Glu niti
imaju funkciju ligandom kontrolisanih jonskih kanala (Orth i sar., 2013). Skorija ispitivanja
na glodarima pokazuju da GluD1 ima najvec¢u ekspresiju u prednjem mozgu i hipokampusu, a
nesto nizu u malom mozgu, dok je GluD2 dominantno eksprimiran na Purkinjeovim ¢elijama
malog mozga. Aktivacija GluD1 je izuzeto vazna za procese sinaptogeneze, dok GluD2 imaju
znacajnu ulogu u procesu sinapticke plasti¢nosti i motornog ucenja u malom mozgu (Khan,

2016).



2.2. Transporteri za glutamat

Masovna aktivnost neurona koja se desava pri rTMS dovodi do promene u koli¢ini
oslobodenog Glu. Njegove sinapticke funkcije su regulisane na nekoliko nivoa, od transporta
u sinapticke vezikule, oslobadanja u sinapti¢ku pukotinu do preuzimanja od strane neurona i
glija ¢elija (Zink i sar., 2010). Transport Glu se vrsi posredstvom razli¢itih familija
transportera, koji su na osnovu mesta delovanja podeljeni na intracelularne i membranske.
Membranski transporteri su podeljeni u nekoliko grupa prema afinitetu i brzini preuzimanja
Glu, smeru u kome se Glu transportuje (u ili van éelije), zavisnosti od gradijenta Na* i K",
sposobnosti transporta drugih amino-kiselina kao §to su GABA, glicin i cistein. Intracelularni
transporteri vr$e dalju distribuciju Glu u ¢eliji, a do sada su najbolje opisani mitohondrijalni i

vezikularni transporteri za Glu (Danbolt, 2001).

2.2.1. Vezikularni transporteri za glutamat

Pre osobadanja u sinapti¢ku pukotinu, Glu u presinaptiCkom terminalu mora najpre
biti transportovan iz aksoplazme u sinapticke vezikule. Preuzimanje Glu u sinapticke
vezikule je omoguéeno protonskim elektrohemijskim gradijentom koji se u vezikulama
odrzava aktivno$¢u vakuolarnog tipa adenozin trifosfataze (47P-aza). Vezikularno
nakupljanje Glu vrse transporteri nazvani vezikularni glutamatni transporteri (eng. vesicular
glutamate transporters, vGIuT) koji pripadaju superfamiliji transportera rastvorenih supstanci
(eng. solute carrier transporters, SLC), i to familiji SLC17 (Verkhratsky i sar., 2016).
Klasifikovani su u tri grupe: vezikularni glutamatni transporter 1 (vGIuT-1), vezikularni
glutamatni transporter 2 (vGIuT-2) i vezikularni glutamatni transporter 3 (vGIuT-3) (Slika |
2.). Oni su kljuéni anatomski i funkcionalni markeri glutamatergicke transmisije i promena
njihove ekspresije modifikuje sadrzaj Glu u sinaptickim vezikulama i stoga menja snagu

ekscitatorne neurotransmisije (Hnasko i Edwards, 2012; Linguz-Lecznar, 2007).

Gotovo 80% ukupnog vezikularnog transporta Glu u adulthom mozgu vrsi vGIluT-1
koji ima visoku ekspresiju u neuronima motorne i kore malog mozga kao i hipokampusu, dok
se u subkortikalnim strukturama dominantno nalazi vGluT-2 (EI Mestikawy i sar., 2011). Ova
dva transportera su retko kolokalizovana na istim sinaptickim vezikulama ili sinaptickim
terminalima bilo privremeno (u pojedinim periodima razvoja) ili trajno (tokom celog zivota).
U brojnim regionima mozga VGIuT-3 je eksprimiran, na malom broju neurona koji uglavnom

ne pripadaju glutamatergickom transmiterskom sistemu, pa je tako prisutan na holinergi¢kim



interneuronima strijatuma, GABA-ergickim koSarastim c¢elijama kore velikog mozga i
hipokampusa 1 serotoninergi¢kim neuronima rafe jedara i dominantno je ukljuen u
modulaciju lokalne neurotransmisije (Linguz-Lecznar, 2007; Vigneault i sar., 2015). Bitno je
naglasiti da se i vGIuT-1 i 2 takode eksprimiraju na neglutamatergi¢kim neuronima (El
Mestikawy i sar., 2011; Ren i sar., 2011; Zi er i sar., 2010). Znacaj prisustva vGIuT na
sinaptickim vezikulama neglutamatergickih neurona je nedovoljno poznat, ali se u nekim
ispitivanjima pokazalo da oni stvaraju uslove u kojima dolazi do povecanog unosa primarnog
neurotransportera u sinapti¢ke vezikule, i posledi¢no povecanog oslobadanja u sinapticku
pukotinu. Ovi nalazi govore u prilog tome da vGIuT zapravo moduliraju sinapticku aktivnost

primarnog neurotransmitera (Munster-Wi owski i sar., 2016).

Sve tri grupe vGIuT se osim u neuronima mozga eksprimiraju u kiémenoj mozdini,
perifernom nervnom sistemu, ali i na drugim populacijama celija kao §to su astrociti,
fotoreceptorske celije retine, ¢elije Langerhansovih ostrvaca pankreasa, kosti itd. (Linguz-

Lecznar, 2007; Verkhratsky i sar., 2016).

Ispitivanja na miSevima kojima nedostaje gen za vGIuT-1 su pokazala da se oni u prve
dve nedelje nakon rodenja normalno razvijaju, a nakon trece nedelje zaostaju u rastu,
ispoljavaju poremecaje pokreta, ponasanja, memorije i u¢enja. Takode je pokazano da u CAl
regionu hipokampusa ovih Zivotinja u prvoj nedelji nakon rodenja postoji prolazna ekspresija
vGIuT-2. Na osnovu ovih istrazivanja zakljucilo se da vGluT-1 i 2 imaju znacajnu ulogu u
funkcionisanju gotovo svih velikih glutamatergi¢kih neuralnih krugova, a da je vGIluT-2

narocito vazan za rani razvoj i prezivljavanje (Fremeau i sar., 2004; Wojcik i sar., 2004).

Smatra se da promena nivoa ekspresije i ugradnje vGIuT u sinapicke vezikule zapravo
moze da se utiCe na stepen punjenja vezikula Glu, S§to znaci da se na ovaj naCin moze
regulisati koli¢ina Glu koja se preuzima i oslobada u sinapti¢ku pukotinu. Takode, promenom
ekspresije se utice 1 na brzinu preuzimanja Glu iz aksoplazme (Wilson i sar., 2005). Obzirom
da oslobadanje Glu iz pojedina¢ne sinaptiCke vezikule nije dovoljno za saturaciju
postsinaptickih receptora i za izazivanje akcionog potencijala, smatra se da vGIuT
modulacijom oslobadanja Glu uti¢u na snagu sinapticke transmisije i doprinose nastanku

presinapticke plasti¢nosti.

Smanjena ekspresija vGIuT-1 kao dominantnog vezikularnog transportera je

verifikovana u in vitro i in vivo studijama na modelima Alchajmerove bolesti, depresije,
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sizofrenije (Oni-Orisan i sar., 2008; Rodriguez-Perdigon i sar., 2016; Zink i sar., 2010), dok
je u epilepsiji njegova ekspresija povecana (Kim i sar., 2005).

Izmenjena funkcija vGIuT najverovatnije ne predstavlja primarni uzrok razli¢itih
neuropsihijatrijskih oboljenja, ve¢ posledicu zbog koje su glutamatergi¢ka neurotransmisija i
procesi sinapti¢ke plasti¢nosti kompromitovani, ¢ime se dodatno povecava osetljivost

razli¢itih mozdanih struktura prema faktorima koji u osnovi dovode do ovih oboljenja.

2.2.2. Transporteri ekscitatornih amino-kiselina

Transporteri ekscitatornih amino-kiselina (eng. excitatory amino acid transporters;
EAAT) lokalizovani na plazma membrani, omogucavaju brzo preuzimanje Glu iz sinapticke
pukotine sto doprinosi spreCavanju efekata ekscitotoksi¢nosti, zastiti ¢elija od oksidativnog
stresa, i regulisanju intracelularne koncentracije Glu. Njihov raniji naziv je bio Na* zavisni
transporteri visokog afiniteta, da bi se razlikovali od tzv. transportera niskog afiniteta. Ovi
transporteri odrzavaju nisku koncentraciju Glu u blizini receptora, sprecavaju njihovu
hroni¢nu aktivaciju i onemoguéavaju prelivanje transmitera izmedu razli¢itih sinapsi i
njihovu aktivaciju. Transport Glu je zavisan od koncentracionog gradijenta Na* tako da se pri
svakom transportnom ciklusu sa molekulom Glu kotransportuju tri Na* i jedan proton, a

jedan K* se kontratransportuje (Danbolt, 2001; Robinson i Jackson, 2016).

U mozgu pacova je izolovano pet grupa EAAT koji su nazvani transporter
ekscitatornih amino-kiselina 1 (eng. glutamate aspartate transporter; GLAST), transporter
ekscitatornih amino-kiselina 2 (eng. glutamate transporter; GLT-1), transporter ekscitatornih
amino-kiselina 3 (eng. excitatory amino acid carrier 1, EAACL), transporter ekscitatornih
amino-kiselina 4 (eng. excitatory amino acid transporter 4, EAAT4) i transporter
ekscitatornih amino-kiselina 5 (eng. excitatory amino acid transporter 5, EAATS) (slika | 2.)

Vec¢ina Glu iz sinaptickih pukotina se preuzima aktivnos¢u GLAST i GLT-1. Na
astrocitima i oligodendrocitima je eksprimiran GLAST, dok je GLT-1 mnogo vise prisutan na
astrocitima, ali i na aksonskim terminalima (Furness i sar., 2008). GLT-1 je dominantan
transporter i odgovoran je za vise od 90% ukupnog preuzimanja Glu iz sinapticke pukotine,
dok GLAST ima daleko manji doprinos u preuzimanju i to najvise u Bergmanovoj gliji malog
mozga gde je oko Sest puta viSe eksprimiran u poredenju sa GLT-1 (Danbolt, 2001). S tim u
vezi je podatak da miSevi koji imaju deleciju gena za GLT-1 pokazuju veliku sklonost ka

nastajanju epilepti¢nih napada 1 umiru rano tokom razvoja, dok delecije gena za GLAST
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dovodi do poremecaja motorne koordinacije i abnormalnosti u hodu. Nekoliko sudija je
pokazalo da su GLAST i GLT-1 kolokalizovani sa brojnim proteinskim molekulima kao §to su
Na'/K* ATP-aza, Na'/Ca®* izmenjiva¢, neki glikoliticki enzimi i proteini mitohondrija.
Smatra se da je smisao njihove kolokalizacije funkcionalno povezivanje transportera sa ovim
proteinima, ¢ime je omoguéeno odrzavanje koncentracionog gradijenta Na" i sinteza dovoljne

koli¢ine ATP-a, neophodnih za adekvatan transport Glu.
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Slika I 2. Transporteri za glutamat i metabolizam glutamata u sinapsi

Transporteri ekscitatornih amino-kiselina (EAAT), transporter ekscitatornih amino-kiselina 1 (GLAST),
transporter ekscitatornih amino-kiselina 2 (GLT-1), transporter ekscitatornih amino-kiselina 3 (EAAC1),
transporter ekscitatornih amino-kiselina 4 (EAAT4); vezikularni glutamatni transporter 1 (vGIluT-1), vezikularni
glutamatni transporter 2 (vGIluT-2); L-glutamat (L-Glu); Glutamin (GIuN); glutamin sintetaza (GIuN syntase);
fosfat zavisna glutaminaza (GluNase); V adenozintri-fosfataza (V-ATPase); adenozin trifosfat (ATP); adenozin
difosfat (ADP); amino grupa (NH3); jon natrijuma (Na®); jon kalijuma (K*); jon vodonika (H"); jon hlora (CI);
natrijum-kalijum adenozintri-fosfataza (Na, K, ATPase); a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazol-propionatni
receptor (AMPA); N-metil-D-aspartatni receptor (NMDA); metabotropni receptor za glutamat (mGIuR1).
Preuredeno po (Benarroch, 2010)

Transporter EAAC1 se dominantno nalazi na telima i dendritima ekscitatornih i
inhibitornih neurona mozga ali i na drugim ¢elijama CNS-a (oligodendrociti, epitelne celije
horoidnog pleksusa) i drugih organskih sistema (tanko crevo i bubrezi) (Danbolt, 2001,
Holmseth i sar., 2012). Ovaj transporter se za razliku od drugih EAAT relativno brzo mobilise

iz citoplazme u plazma membranu. Pored Glu, EAAC1 preuzima iz ekstracelularnog prostora

amino-Kkiselinu cistein tako da njegova delecija dovodi do smanjenja koncentracije glutationa
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(GSH), za ¢iju je sintezu ova amino-kiselina esencijalna i posledi¢ne smrti neurona zbog

smanjene antioksidativne zastite (Aoyama i Nakaki, 2013).

Transporter EAAT4 je uglavnom eksprimiran na Purkinjeovim ¢elijama malog mozga,
ali je njegovo prisustvo pokazano i u drugim delovima mozga, dok se EAAT5 nalazi na
fotoreceptorima i bipolarnim c¢elijama retine. U funkcionalnom smislu, smatra se da su oba
transportera malog kapaciteta i afiniteta za Glu i anjonski kanali velike sprovodljivosti za
hloridne jone (Machtens i sar., 2015; Schneider i sar., 2014).

Narusena funkcija EAAT je uocena u brojnim patoloSkim stanjima i bolestima kao $to
su Parkinsonova i Alchajmerova bolest, amiotrofi¢na lateralna skleroza, ishemija, Sizofrenija
I druge bolesti (Danbolt, 2001; Krzyzanowska i sar., 2014; Shan i sar., 2013; Zhang i sar.,
2016). Smanjena ekspresija, gubitak funkcije EAAT ili reverzno oslobadanje glutamata iz
citoplazme u ekstracelularni prostor, za posledicu moze imati povecanu aktivaciju
glutamatnih receptora, povecanu potro$nju energije i produkciju slobodnih kiseoni¢nih
radikala, sto dovodi do oste¢enja CNS-a. Smatra se da su redoks modulacija glutamatnih
transportera, poremecena transkripcija, translacija ili postranslaciona obrada u osnovi
promena njihove funkcije. Gubitak ovih transportera takode moze biti uzrokovan oste¢enjima
neurona, jer njihova ekspresija zavisi od solubilnih faktora koje produkuju neuroni (Danbolt,
2001).

Iz svega navedenog se moze zaklju¢iti da EAAT imaju delikatniju ulogu od
jednostavnog uklanjanja Glu 1 znacajni su za regulaciju sinapticke transmisije. Promena
njihovih funkcionalnih svojstava, lokalizacije i1 nivoa ekspresije su izuzetno vazni za

funkcionisanje nervnog sistema u fizioloSkim uslovima, ali 1 u razli¢itim patoloSkim stanjima.

2.3. Efekti TBS na sinaptic¢ku plasti¢nost

Strukturne i funkcionalne promene u mozgu na celularnom i subcelularnom nivou
koje nastaju usled TBS su brojne i nedovoljno poznate, ali uglavnom upuéuju na promene u

sinaptickoj plasticnosti (Pell i sar., 2011).

Sinapticka plasti¢nost je proces modulacije sinapti¢ke snage koja zavisi od njene
prethodne aktivnosti. Eksperimentalno je najpre pokazana na sinapsama perforantnog puta

hipokampusa zeca (Bliss i Lomo, 1973), a nakon toga i u delovima kore velikog mozga,
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malom mozgu, talamusu i subkortikalnim strukturama (Bear, 1996; Bender i sar., 2009;
Castro-Alamancos i Calcagnotto, 1999; Chen i sar., 2009; Huang i Ki el, 1998; Robbe i sar.,
2002). Osnovni mehanizam sinapticke plasti¢nosti je baziran na Hebovoj teoriji (eng.
Hebbian theory) prema kojoj centralnu ulogu u ovim promenama ima ponavljana aktivacija
postsinaptickog neurona od strane presinaptickog aksona. Najvaznije karakteristike ovog
odnosa izmedu dva neurona su prostorno i vremenski precizno usaglaSavanje procesa na
presinaptickoj 1 postsinaptickoj membrani, specificnost ulaznog signala i sposobnost
medusobnog udruzivanja (Hebb, 1949; Pell i sar.,, 2011). Sinapticke promene se
eksperimentalno ispoljavaju u dva suprotna oblika; kao povecanje snage i funkcije sinapse
kroz mehanizam dugotrajne potencijacije (eng. long term potentiation; LTP) ili kao proces
smanjenja snage i funkcije koji se naziva dugotrajna depresija (eng. long term depression;
LTD) (Pell i sar., 2011). Vec¢ina dosada$njih istrazivanja je pokazala da visokofrekventni
protokoli rTMS dovode do pojave fenomena slicnih LTP, dok niskofrekventni protokoli

izazivaju LTD sli¢ne fenomene (Pell i sar., 2011).

Brojni mehanizmi dovode po pojave LTP i LTD, ali se osnovne promene deSavaju na
nivou ekscitatornih glutamatergi¢kih sinapsi, kao i na udruzenim AMPA i NMDA
receptorima. Glutamat osloboden iz presinati¢kog aksonskog terminala vezuje se za AMPA
receptore i izaziva hipopolarizaciju postsinaptickog neurona usled koje se uklanja blokada
NMDA receptora jonima magnezijuma (Mg®") i omoguéuje influks Ca?*. U zavisnosti od
stepena i brzine influksa Ca®* aktivira se kompleksna kaskada biohemijskih procesa
ukljucujucéi fosforilaciju, defosforilaciju, sintezu proteina i gensku transkripciju. Ovi dogadaji
kona¢no dovode ili do povecanja snage sinapticke transmisije ili do njenog smanjenja u
zavisnosti od toga da li kao krajnji efekat imaju povecanje ili smanjenje ekspresije AMPA

receptora na postsinaptickoj membrani (Hoogendam i sar., 2010; Huganir i Nicoll, 2013).

Mehanizam indukovanja sinapti¢ke plasticnosti Putem TBS razlikuje se od fizioloskih
procesa LTP i LTD. Za razliku od prethodno opisanih fenomena koji nastaju usled prostorno i
vremenski precizno usaglasenih procesa na presinaptickoj i postsinaptickoj membrani, TBS
izaziva istovremenu neselektivnhu aktivaciju velikog broja aksona, presinaptickih 1
postsinaptickih terminala, kao i antidromnu aktivaciju soma i dendrita, indukujuc¢i masovnu
stimulaciju velikog boja neurona (Hoogendam i sar., 2010; Pell i sar., 2011). Ipak, efekti
ITBS i KTBS na promenu amplitude MEP-a su blokirani antagonistima NMDA receptora, kao

$to su memantin i dekstrometorfan, dok blokator L-tipa voltazno zavisnih Ca** kanala
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nimodipin izaziva dozno zavisno opadanje efekata kTBS (Huang i sar., 2007; Wankerl i sar.,
2010). Obzirom da su NMDA receptori i Ca”" kanali kljuéni elementi postsinapticke
membrane ukljuceni u indukciju sinapticke plasti¢nosti, ovi rezultati su potvrda da efekti TBS

koji se odrzavaju nakon perioda stimulacije predstavljaju fenomene nalik LTP i LTD.

I 3. Uloga astrocita u CNS-u

Nemacki naucnik poznat kao ,,otac moderne patologije” Rudolf Virhov (eng. Rudolf
Virchow) je dao prvi opis glijalnih Celija kao ,,supstance koja se nalazi izmedu nervnih
delova, koja ih drzi zajedno i u manjem ili ve¢em stepenu daje im formu*, a astrocite kao
podvrstu ovih ¢elija je prvi imenovao Mihael Fon Lenhosek (eng. Michael von Lenhossek)
(Lenhossek, 1891; Virchow, 1858). Pocetkom dvadesetog veka istrazivanja na polju glijalnih
¢elija su bila zanemarljiva, jer je akcenat bio na ispitivanju uloga neurona za koje se smatralo
da su jedini konstituenti signalizacije u mozdanom tkivu. Nakon viSe decenija, u fokusu
istrazivanja se ponovo nalaze glijalne ¢elije, narocito astrociti za koje se dokazuje da imaju
izuzetno vazne uloge u CNS-u. Astrociti se u CNS-u nalaze u desetostruko veéem broju od
neurona, poseduju citoarhitekturalna i fenotipska svojstva koja im omoguéavaju da detektuju
1 na adekvatan nacin odgovore na promene koje se deSavaju u njihovom mikrookruzenju. Iz

tog razloga imaju brojne funkcije u mozdanom tkivu (Xiao i Le, 2016).

Astrociti posredstvom svojih nastavaka formiraju visokoorganizovanu funkcionalnu
mrezu, izmedu sebe povezanu brojnim pukotinastim vezama (eng. gap junction). Specijalno
gradeni stopalasti zavrSeci ovih nastavaka ucestvuju u izgradnji KMB-e i na taj nacin reguliSu
transport molekula izmedu krvi i mozdanog parenhima. Takode, astrociti sintetiSu 1
oslobadaju razli¢ite medijatore kao $to su prostaglandini (PGE) i azotni monoksid (NO) koji
promenom tonusa krvnih sudova povecavaju ili smanjuju protok krvi u mozdanom
parenhimu. Na ovim nastavcima su takode eksprimirani brojni receptori za neurotransmitere
(Glu, GABA, glicin, histamin), citokine i faktore rasta, kao i razliCiti transporteri i jonski
kanali. Transporteri u€estvuju u brzom uklanjanju neurotransmitera iz sinapti¢ke pukotine,
Sto je osnovni proces kojim se okoncava sinapticka transmisija, onemogucava difuzija
transmitera u okolinu sinapse i odrzava normalna nervna ekscitabilnost. Osim indirektnog
uticaja na sinapticku transmisiju uklanjanjem transmitera oslobodenih od strane neurona,
astrociti takode direktno uticu na ekscitabilnost neurona oslobadanjem molekula koji se

nazivaju gliotransmiteri (Glu, purini, GABA) (Rose i sar., 2004).
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Pored kratkoro¢nog uticaja na sinapticku aktivnost, astrociti ispoljavaju dugoro¢ne
efekte na sinapse oslobadanjem neurotrofi¢nih faktora (NTF), koji imaju brojne funkcije

tokom razvoja nervnog sistema, ali i nakon perioda maturacije (Rose i sar., 2004).

Tokom procesa §irenja akcionog potencijala oslobada se velika koli¢ina K* u
ekstracelularni prostor, koji astrociti zahvaljujuéi velikoj permeabilnosti za K* i aktivnosti
Na’/K* ATPaze preuzimaju i posredstvom pukotinastih veza prenose u podruéje njegove nize
koncentracije. Na taj nadin astrociti odrzavaju ekstracelularnu koncentraciju K* u fiziologkim

granicama (Allaman i sar., 2011).

Astrociti ispoljavaju neuroprotektivni potencijal zahvaljujuéi tome Sto poseduju
znatno vecu koncentraciju molekula i enzima koji ucestvuju u antioksidativnoj zastiti. Takode
imaju visoku ekspresiju metalotioniena (MT) i ceruloplazmina, molekula koji vezuju metale,
ucesnike u redoks oSte¢enju molekula. Obzirom na visoki metaboli¢ki obrt i energetsku
potro$nju u neuronima, kao i osetljivost na mala kolebanja pH vrednosti u njihovom
okruzenju, izuzetno su vazne funkcije regulisanja pH vrednosti i snabdevanja neurona

energetskim konstituentima (laktat) od strane astrocita (Allaman i sar., 2011).

U stanjima nakon oSte¢enja CNS-a astrociti ispoljavaju funkciju fagocita, stimuli$uéi
procese reparacije i na taj nacin stvarajuéi glijalni oziljak (astroglioza) (Razavi i sar., 2015;
Rose i sar., 2004).

3.1. Neurotrofi¢ni faktor mozdanog porekla

Faktori rasta su grupa proteinskih molekula koji reguliSu procese celijskog rasta,
diferencijacije i sazrevanja. Za normalan razvoj CNS-a, prezivljavanje i obnavljanje neurona
najznacajnija su tri NTF: familija nervnog faktora rasta (eng. nerve growth factor family, ili
neurotrofini), familija NTF porekla glijalnih ¢elija (eng. glial cell line-derived neurotrophic
factor family, GDNF) i heterogena grupa molekula koja pripada familiji citokina. Svi NTF
ispoljavaju svoje biolosko dejstvo aktivacijom specificne familije tropomiozin Kinaznih
receptora (Trk) i p75 receptora koji pripada superfamiliji receptora faktora tumorske nekroze
(TNFr) (Razavi i sar., 2015; Xiao, 2016).

Predstavnik familije nervnog faktora rasta je neurotrofi¢ni faktor mozdanog porekla
(eng. brain derived neurotrophic factor, BDNF) koji uti¢e na prezivljavanje neurona

razli¢itih delova CNS-a posredujuci u nastanku strukturnih promena koje su odraz neuronske
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aktivnosti (Huang i Reichardt, 2001). Takode, BDNF ucestvuje i u procesima regulacije
kortikalne ekscitabilnosti uti¢uéi na otvaranje Na-kanala i indukovanje akcionog potencijala
(Rose i sar., 2004). BDNF ispoljava brojne efekte aktiviraju¢i TrkB receptore na mestu
stvaranja i u susednim neuronima, pokre¢e PI3K-Akt kinazni put kojim se ushodno regulise
sinteza kljuénih proteina koji ucestvuju u procesima sinapticke plasti¢nosti i neurogeneze, §to
zajedno rezultira neuroprotekcijom (Mattson, 2008; Rothman i Mattson, 2013). Smanjenje
nivoa signalizacije putem TrkB receptora znafajno smanjuje nivo zaStite neurona od
oStec¢enja (Ma i sar., 2013). U studijama na kulturama hipokampalnih piramidalnih neurona je
pokazano da BDNF uti¢e na povecanje gustine dentritskih spina i indukciju LTP (Cheung i
Ip, 2007; Lazo i sar., 2013). U svim ovim procesima zapazena je uloga glutamata.
Oslobadanje BDNF zahteva aktivaciju glutamatnin NMDA receptora signalnim putem
Ca’*/kalmodulin-zavisnih kinaza, koje potom u aktivnim dendritima stimuli§u translaciju
informacione ribonukleinske kiseline (IRNK) za BDNF i aktivaciju CREB proteina (eng.
CAMP response element-binding protein) koji dodatno indukuje ekspresiju gena za BDNF
(Lazarov i sar., 2010). Tako se ekspresija i sekrecija BDNF povecavaju u odgovoru na
sinapticku aktivnost, a sa druge strane, povecana sekrecija BDNF pojacava LTP tj.
omoguc¢ava konsolidaciju dugotrajnih promena na sinapsi 1 promenu lokalne sinapticke
efikasnosti (Bramham, 2008; Harward i sar., 2016). Efekat fizicke aktivnosti ispoljava se
kroz povecanje koncentracije BDNF, koji obezbeduje efikasnije procese neurotransmisije,
poboljsava kognitivne procese i stimuliSe adultnu neurogenezu (Liu i Nusslock, 2018;
Marlatt i sar., 2012). Na zivotinjama je potvrdena supresija oksidativnog ostecenja, kao i
uticaj interakcije BDNF i komponenti antioksidativne zastite na stepen kognitivnih funkcija
(Fahnestock i sar., 2012; Hacioglu i sar., 2016).

3.2. Glijalni fibrilarni kiseli protein

Glijalni fibrilarni kiseli protein (eng. glial fibrillary acidic protein; GFAP) je glavni
intermedijalni filament klase Il u zrelim astrocitima. Ovaj molekul se osim u astrocitima
eksprimira i u ¢elijama bubrega, pankreasa, jetre, Kosti, limfocitima, kao i u ependimskim

¢elijama (Cheung i Ip, 2007).

Do sada je izolovano deset izoformi GFAP-a (Rothman i Mattson, 2013). Izoforma
GFAP¢ (delta) se eksprimira u posebnim tipovima astrocita (subpialni), kao i u adultnim
mati¢nim cCelijama neurona. U citosolu astrocita GFAP formira mrezu, koja se stalno

rearanzira indukcijom procesa fosforilacije/defosforilacije i na taj nacin celiji obezbeduje
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oblik, pravilno pozicioniranje, pokretljivost i proliferaciju. Ekspresija GFAPJ je povecéana u
nekim vrstama glijalnih tumora, epilepsiji i predstavlja jednu od karakteristika reaktivne
astroglioze, koja nastaje nakon povrede mozga, zapaljenja, vaskularnih oboljenja ili
neurodegenerativnih bolesti (Cheung i Ip, 2007; Rothman i Mattson, 2013). SniZena
ekspresija ovog molekula je uocena U nekim duSevnim poremecajima i poremecéajima

ponasanja (Mattson, 2008).

Mutacija gena za GFAP dovodi do pojave letalne neurodegenerativne bolesti,
fibrinoidne leukodistrofije (Aleksanderove bolesti), koju odlikuje niz razvojnih poremecaja, a
koji su posledica reaktivne astroglioze (Rothman i Mattson, 2013). Uprkos postojanju
razli¢itih izoformi ovog molekula, njegova kvantifikacija predstavlja pouzdan metod u

detekciji promena koje se deSavaju u astrocitima.

Zajednicka odlika razli¢itih oboljenja i patoloskih stanja CNS je veoma izrazeno
aktiviranje glija ¢elija, ukljucujuéi astrocite i mikrogliju, ¢ija reaktivacija dovodi do ostecenja
i odumiranja nervnih celija zahvacenih neurodegenerativnim procesom, promovisanjem

oksidativnog stresa i ekscitotoksi¢nosti.

| 4. Medijatori Celijske smrti

4.1. Slobodni radikali

Slobodni radikali (SR) su joni, atomi ili molekuli, sa jednim ili viSe nesparenih
elektrona u poslednjoj orbitali, Sto im omoguéava da reaguju medusobno ili sa neradikalskim
reaktivnim vrstama i na taj nacin dovedu do lancanih reakcija koje imaju osobinu prostornog
i vremenskog Sirenja. Stvaranje slobodnih radikala deSava se kontinuirano u toku brojnih
fizioloSkih procesa u ¢elijama tokom enzimskih reakcija koje katalizuju oksidaze, u oksido-
redukcionim procesima u prisustvu metala promenljive valence, procesima oksidativne
fosforilacije u mitohondrijama i tokom autooksidacije malih molekula, procesa apoptoze,
sinteze eikosanoida, u toku biotransformacije ksenobiotika u endoplazmatskom retikulumu,
pri pojacanoj fizickoj aktivnosti, inflamaciji i u bolestima, u toku biotransformacije,

apsorpcije zracenja, pri trovanjima (Eiserich i sar., 1998; Halliwell i Gutteridge, 1985).

4.2. Reaktivne vrste

Reaktivne vrste (RV) obuhvataju SR i druge klase jedinjenja koje su visoko reaktivne

I predstavljaju oksidacione agense koji ucestvuju u osStecenju biomolekula tj. nastanku
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oksidativnog (OS) i nitrozativnog stresa. Prema aktivnom hemijskom elementu dele se na RV
sa kiseonikom (RVK), azotom (RVA), ugljenikom (RVU) i sumporom (RVS) (Puki¢, 2008).

Oksidativni procesi u aerobnim organizmima omoguceni su prisustvom molekulskog
kiseonika (O), koji je u tom obliku slabo reaktivan. Medutim, transferom elektrona ili
energije na Oy, moguce je povecanje njegove reaktivnosti. Na taj na¢in nastaju RVK u koje
se ubrajaju SR kiseonika i neradikalske vrste. Primer RVK koji nastaje dovodenjem energije
na O, je singlet kiseonik (*O,) koji nije po definiciji radikal (nema nesparene elektrone), veé
neradikalska forma koja poseduje visi oksidacioni potencijal i mogu¢nost da direktno prenese

energiju na biomolekule i da ih oksiduje (Scandalios, 2005).

Proces celijskog disanja ili oksidativna fosforilacija koja se odvija u respiratornom
lancu mitohondrija predstavlja najznacajniji izvor RVK. Tokom procesa respiracije, O, se
kompletno redukuje do vode dodavanjem Cetiri elektrona, Sto se odigrava lancano uz
formiranje redukovanih intermedijera. U organizmu sisara, 95 % od unetog O, dospeva u
respiratorni lanac gde se odvija kompletna cetvoroelektronska redukciju do H,O, dok
parcijalnoj redukciji podleze oko 1-5 % O; i transformiSe se u RVK. Jednoelektronskom
redukcijom O, nastaje superoksid anjon radikal (O;"), dvoelektronskom vodonik peroksid
(H20,), a troelektronskom hidroksil radikal ((OH) (buki¢, 2008; Scandalios, 2005).

Glavno mesto sinteze O, u ¢eliji su kompleks I (NADH dehidrogenaza) i kompleks
Il (citohrom c reduktaza) respiratornog lanca mitohondrija. Kompleks I je multiproteinski
kompleks integrisan u unutrasnju membranu mitohondrija koji oksiduje NADH koriste¢i
koenzim Q kao akceptor elektrona, dok kompleks Ill oksiduje koenzim Q, a kao akceptor
elektrona koristi citohrom c. Obe reakcije dovode do stvaranja transmembranskog potencijala
neophodnog za sintezu ATP, ali i do nastanka O,". Dejstvom kompleksa I, stvoreni O;"
dospeva samo u mitohondrijalni matriks, dok O," koji stvara kompleks Ill dospeva i u
matriks i u citosol (Andreyev i sar., 2005). Jednoelektronska redukcija O, u baznim uslovima
sredine prvenstveno dovodi do nastanka dva hidroperoksil radikala (HO,"), dok se O,"
dominantno sintetiSe pri nizim pH vrednostima (Scandalios, 2005). Kao RVK, O," je slabo
reaktivan, ali poseduje potencijal da reaguje sa drugim molekulima i stvara sekundarne
reaktivne vrste, pa tako u reakciji izmedu O,” i azot monoksida ('NO) nastaje izrazito
reaktivni peroksinitrit (ONOO").
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Autooksidacijom O," nastaje H,O,, stabilna neradikalska vrsta, koji je umereno
reaktivan. U celijama se ova reakcija odvija enzimskim i neenzimskim putem. Slaba
reaktivnost H,0, je uvecana usled lakog difundovanja kroz ¢elijske membrane, $to doprinosi
prostornoj progresiji OS, kao i time S§to predstavlja polazni molekul u reakciji stvaranja
visoko reaktivnog ‘OH. Ova reakcija u kojoj H,O, reaguje sa jonima metala sa prelaznom
valencom naziva se Fentonova reakcija. Na taj na¢in formirani kratkozive¢i OH" (poluZzivot
oko 10 sekundi) reaguje blizu mesta nastanka neselektivno, sa gotovo svim molekulima,

uzrokujuci znacajna oStecenja ¢elija (Puki¢, 2008).

Oksidativni stres nastaje kao posledica metabolickih procesa u kojima se trosi
kiseonik i predstavlja narusenu ravnotezu izmedu prooksidativnih i antioksidativnih reakcija.
Reaktivne vrste mogu da reaguju sa proteinima, lipidima i nukleinskim kiselinama i tako
dovedu do oStecenja ovih molekula i inhibicije njihove funkcije. Okidaci oksidativnog stresa
mogu biti nasledni ili indukovani genski defekti, faktori Zivotne sredine, kao i metabolicke

fluktuacije (Apel i Hirt, 2004).

4.3. Uloge RV u fizioloskim uslovima organizma

Istorijski posmatrano za RV se smatralo da ispoljavaju iskljucivo Stetne efekte na
organizam, medutim, novija istraZivanja ukazuju da niske i umerene koncentracije ovih
molekula predstavljaju vazne fizioloSke regulatore unutaréelijske signalne transdukcije.
Najpoznatiji primer uticaja RV na signalnu modulaciju je kovalentna modifikacija tj.
oksidacija specifi¢nih cisteinskih rezidua koja izaziva reverzibilnu promenu aktivnosti ciljnog
enzima. Takode, na dejstvo brojnih faktora rasta, hormona i faktora koagulacije, RV uticu
kao sekundarni glasnici koji potom mogu izazivati ligand-nezavisne modulacije signalnih
kaskada (Finkel, 2011; L. B. Drobot i A. V. Bazalii, 2013) i promenu ekspresije gena. Ovaj
efekat se postize oksidacijom ciljnih molekula u signalnom putu uz promenu njihove funkcije
ili pak uticajem na aktivnost transkripcionih faktora (Apel i Hirt, 2004). Ne treba zaboraviti
uticaj RV na sazrevanje spermatozoida, a tokom razvoja embriona i fetusa aktivaciju faktora

transkripcije, koji menjaju gensku ekspresiju tokom razvic¢a (Buonocore i sar., 2010).

4.4. Sistemi zastite od oksidativnih oStecenja

Obzirom da bilo koja ¢elijska struktura moze biti meta ostec¢enja dejstvom RV, celije

poseduju razlicite sisteme antioksidativne zastite (AOZ). Sistem AOZ ¢ini velika mreza
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proteina, signalnih molekula i drugih jedinjenja koji imaju za cilj da preveniraju produkciju
ili uklanjaju stvorene RV, kao i da repariraju oSteCenja nastala usled njihove povecane

akumulacije.

U uslovima povecanog stvaranja RV aktivni su sistemi koji se prema prirodi i na¢inu
delovanja mogu podeliti na enzimske ili primarne (katalaza, CAT; glutation-peroksidaza,
GPx; glutation reduktaza, GR; glutation-S-transferaza, GST; superoksid-dizmutaza, SOD) i
neenzimske ili sekundarne (vitamini E i C, tiol jedinjenja—glutation, cistein, zatim koenzim

Q, flavonoidi i druga fenolna jedinjenja).

Druga grupa enzima ili enzimski antioksidanti ucestvuju u reparaciji ve¢ nastalog
oksidativnog oStecenja biomolekula, u slu¢ajevima kada primarna AOZ nije bila dovoljna da
prekine stvaranje RV i propagaciju OS i ne uti¢u direktno na same RV (Puki¢, 2008; Finkel i
Holbrook, 2000)

4.4.1. Neenzimska antioksidativna zastita

U neenzimske komponente antioksidativne zastite ubrajaju se razli¢iti hidrosolubilni i
liposolubilni molekuli. NajviSe proucavane hidrosolubilne komponente su glutation, L-
askorbinska kiselina (vitamin C), mokra¢na kiselina, albumin, transferin, bilirubin i
poliamini, a liposolubilne su retinol (vitamin A), B-karoten (provitamin A), a-tokoferol
(vitamin E) i ubihinon (koenzim Q) (Mironczuk-Chodakowska i sar., 2018).

Znacajno mesto u sistemu neenzimske zastite pripada i MT. Oni su proteini male
molekulske mase koji vezuju metale unutar ¢elije, tako da su im osnovne uloge deponovanje i
transport esencijalnih, ali i toksi¢nih metala (Juarez-Rebollar i sar., 2017). Osim primarne
funkcije, oni ucestvuju u regeneraciji tkiva i regulaciji genske ekspresije, $to doprinosi zastiti
od toksi¢nih efekata ksenobiotika (Cherian i Kang, 2006). U molekulu MT, cistein-tiolatne
grupe vezuju se sa jonima metala i grade metal-tiolatne grupe koje reaguju sa O," i OH".
Imaju izraZen afinitet uklanjanja OH" i O, radikala, ali i RVA koji se vezuju za cistein-

tiolatne grupe MT i daju S-nitrozo-tiole (Misra i sar., 1996).

4.4.1.1. Glutation

Tripeptid glutation (L-y-glutamil-L-cistenil-glicin) je niskomolekulsko tiolno
jedinjenje, koje ¢ini 90% ukupnih neproteinskih sulfthidrilnih jedinjenja ¢elije. U vecini Celija

nalazi se u milimolarnoj koncentraciji. U citosolu je prisutan u koncentraciji od 1-11 mM, u
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jedru 3-15 mM, a u mitohondrijama od oko 5-11 mM. Ekstracelularni nivo glutationa je nizak
I njegova koncentracija iznosi nekoliko uM (Lu, 2013).

U y-glutamilskom ciklusu, glutation se sintetiSe iz glutamata, cisteina i1 glicina
uzastopnim delovanjem y-glutamilcistein-sintetaze (y-GCS) i glutation sintetaze (GS) (slika |
3.). Za ove reakcije potrebna su dva molekula ATP. Njihovom hidrolizom obezbeduje se
potrebna energija pri cemu se karboksilna grupa aktivira za sintezu peptidne veze stvaranjem
acil-fosfatnog intermedijera. Degradacija glutationa do amino kiselina iz kojih se sastoji,
odigrava se Kkatalitickim dejstvom vise enzima: y-glutamil transpeptidaze, y-glutamil
ciklotransferaze, 5-oksoprolinaze i intracelularne proteaze. Glutation omogucéava transport
amino kiselina u y-glutamilskom ciklusu kroz c¢elijsku membranu. Glutation se najpre
transportuje na spoljasnju stranu membrane gde se amino kiselina koja se unosi u ¢eliju
vezuje za glutation i nastaje y-glutamil-aminokiselinski-dipeptid (Anderson i Meister, 1983).
U ovoj reakciji stvara se peptidna veza izmedu o-amino-grupe i y-glutamil ostatka
glutaminskog dela glutationa. Ovu reakciju katalizuje enzim y-glutamil-transpeptidaza.
Kompleks y-glutamil-amino-kiselina prolazi kroz membranu i ulazi u citosol ¢elije. Za ovaj
proces neophodni su enzimi koji oslobadaju aminokiselinu iz ovog kompleksa 1 resintetiSu
glutation odrzavaju¢i potreban nivo njegove koncentracije u celiji. Iz y-glutamil-
aminokiselinskog kompleksa oslobada se transportovana amino kiselina i 5-oksoprolin kao
intermedijer. Poslednji stepen predstavlja hidroliza 5-oksoprolina, koja se vrsi u prisustvu

ATP dejstvom 5-oksiprolinaze (Trayhurn i van Heyningen, 1973).

U organizmu, glutation se nalazi u dve forme, redukovanoj tiolnoj GSH formi i
oksidovanoj disulfidnoj GSSG formi (Parris M, 1997). Pri normalnim fiziolo§kim uslovima,
viSe od 98% intracelularnog glutationa je u redukovanom stanju, dok je ostatak prisutan u
vidu disulfidne forme GSSG, mesanih disulfida (uglavnom GSS-protein) i tioestara (Wang i
Ballatori, 1998). Oksidovani glutation u normalnim okolnostima ¢ini manje od 1 % ukupnog
glutationa, dok u stanju oksidativhog stresa dolazi do povecanja koncentracije GSSG
(Brigelius-Flohe, 1999). Enzim GR konvertuje GSSG u GSH uz prisustvo redukovanog
NADPH Kkoji se stvara aktivno$¢u enzima glukozo-6-fosfat dehidrogenaze (G6PDH) u

glukozomonofosfatnom ciklusu (Halliwell, 1996).

Pored aktivnosti enzima GR i enzima ukljuenih u njegovu sintezu, koncentracija

glutationa u Celiji regulisana je i de novo sintezom, koja se odigrava u citosolu svih ¢elija. De
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novo sinteza glutationa regulisana je nivoom y-GCS koja je prisutna u ¢eliji, dostupnoséu
supstrata i povratnom spregom glutationa sa y-GCS. Intracelularni nivoi amino-kiselina
variraju s obzirom na vrstu organizma i tkivo, ali nivo L-cisteina je konstantno niZi u odnosu
na nivoe L-glutamata i glicina, tako da je dostupnost L-cisteina osnovni ograni¢avajuci faktor
za sintezu glutationa (Griffith, 1999). Sinteza glutationa zahteva ATP, tako da i ovaj supstrat
moze da bude jos jedan faktor ograni¢enja. Nedostatak glukoze povezan je sa niskim nivoom
glutationa, jer ATP moze ograniCiti sintezu glutationa kada je narusen energetski
metabolizam ¢elije (Papadopoulos i sar., 1997). Koncentracija glutationa je takode regulisana
intenzitetom utroska u procesima detoksikacije u ¢eliji, kao i preraspodelom glutationa

izmedu organa (Bannai i sar., 1991).

Izlazi iz celije
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Slika I 3. Sinteza, matabolizam i funkcije glutationa u CNS-u
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Iako se sintetiSe u celiji, njegova biodegradacija odigrava se izvan celije. Izmedu
glutamata 1 cisteina, glutation gradi specifi¢nu y-karboksilnu peptidnu vezu, koju moze da

raskine samo vy-glutamiltranspeptidaza (y-GTP), koja se nalazi na spolja$njoj povrSini
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membrane odredenih tipova ¢elija. Vezu izmedu cisteina i glicina raskidaju dipeptidaze, koje
se takode nalaze na spoljasnjoj povrsini Celijskih membrana. Produkti razgradnje, amino-
kiseline glutamat, glicin i cistein, mogu da se reapsorbuju u celiju za ponovnu sintezu
glutationa. Glutamat i glicin se reapsorbuju u ¢eliju, a cistein S-konjugati se intracelularno
metaboli$u, a zatim se ekskretuju iz organizma ili podlezu daljem metabolizmu (Wang i

Ballatori, 1998).

Glutation ucestvuje u brojnim metabolickim aktivnostima celije, ukljuc¢uju¢i AOZ,
detoksikaciju razli¢itih ksenobiotika, odrzavanje proteinske strukture i funkcije, regulaciju
sinteze i degradacije proteina, metabolizam leukotriena 1 prostaglandina, redukciju
ribonukleotida do dezoksiribonukleotida, regulaciju ¢elijskog ciklusa i gensku ekspresiju

(Dickinson i Forman, 2002).

Najvazniju ulogu glutation, kao tiolni antioksidant u ¢eliji, ostvaruje uklanjanjem RV
kroz enzimsku reakciju, glutation zavisnom redukcijom H,O, i drugih hidroperoksida uz GPx
I detoksikacijom ksenobiotika i elektrofila uz glutation-S-transferazu (Parke i Sapota, 1996).
Pored toga S§to je kofaktor antioksidativnih enzima, glutation direktno uklanja slobodne
radikalske vrste O,”, OH" i ONOO', kao i lipidne radikale i hidroperokside. On regenerise
vazne neenzimske antioksidante (askorbinsku kiselinu, a-tokoferol) do njihovih aktivnih
formi, ukljucuje se u direktnu popravku oksidativnih oSte¢enja molekula DNK 1 sprecava
apoptozu izazvanu RVK i citokinima (Kruidenier i Verspaget, 2002). Takode, neenzimskim
reakcijama, zahvaljuju¢i sposobnosti da reaguje sa organskim radikalima (R”) sintetiSe se O,

, koji se dalje redukuje aktivnoséu SOD i sprec¢ava oksidativna ostecenja.

Glutation je jedan od znacajnih liganada koji vezuju metale, tako da ima vaznu ulogu
u njihovom transportu, deponovanju 1 metabolizmu. Jo$ jedna od uloga glutationa je
skladiStenje 1 transport cisteina, koji se u slobodnom obliku brzo autooksiduje u cistin, ¢ime
se podsti¢e stvaranje toksi¢nih radikala kiseonika. Da bi se sprecila toksi¢nost reakcije,

vecina neproteinskog cisteina se nalazi u formi glutationa (Wang i Ballatori, 1998).

4.4.1.2. Sulfhidrilne (SH) grupe

Svako organsko jedinjenje koje sadrzi SH grupu vezanu za ugljenik naziva se tiol (R-
SH). Funkcionalna SH grupa amino-kiseline cistein ima najvazniju ulogu u zivim sistemima.
Osim glutationa, veliki broj proteina sadrzi cistein koji zbog postojanja SH grupe moze da

bude modifikovan kroz razli¢ite redoks reakcije (Di Simplicio i sar., 2003). Promena
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konformacije proteina moze da uti¢e na promene aktivnosti enzima i transportera, vezivanje
liganada za receptore, a moze dovesti i do meduproteinske interakcije, protein-DNK

interakcije ili degradacije proteina (Sun i sar., 2012).

Redoks modifikacija SH grupa proteina obuhvata razliCite reakcije, kao $to su
nitrozilacija, hidroksilacija, glutationilacija i formiranje proteinskih disulfida (S-S).
Nitrozilacija SH grupa igra vaznu ulogu u procesu prenosa signala sa povrSine celije u
intracelularne kompartmente, kao $to su jedro i mitohondrije. Hidroksilacija proteina moze da

dovede do dalje oksidacije u Stetne sulfinske i sulfonske kiseline (Kalinina i sar., 2010).

Mnogi proteini su aktivni kada su SH grupe koje su klju¢ne za njihovo funkcionisanje
u redukovanoj, tiolnoj formi, dok je za druge potrebno da budu u oksidovanoj, disulfidnoj
formi. Tiol-disulfidne promene su bidirekcione, tako da je njihova ravnoteza odredena

¢elijskim redoks statusom (Schafer i Buettner, 2001).

Oksidovani glutation reaguje sa proteinima pri ¢emu nastaju protein-GSH mesani
disulfidi (glutationilovani proteini), dok u slu¢aju reakcije sa dve SH grupe proteina nastaju
disulfidni mostovi (Dickinson i Forman, 2002). Vazan enzim koji vr$i glutationilaciju je
GST. U uslovima oksidativnog stresa nivo protein-GSH mesanih disulfida se povecéava i tada
je smisao glutationilacije zaStita cisteinskih rezidua od dalje oksidacije proteina.
Glutationilacija moZze da utiCe 1 na enzimsku aktivnost, Sto ukazuje na dodatnu regulatornu

ulogu ovog procesa (Kalinina i sar., 2014).

ZnaCajni enzimi u oksidoreduktivnoj regulaciji SH grupa su tioredoksin,
glutaredoksin i protein disulfid izomeraza. Tioredoksin i glutaredoksin su disufid reduktaze
koje katalizuju redukciju disulfidnih mostova ciljnih proteina, pri ¢emu glutaredoksin moze
da katalizuje i redukciju protein-GSH mesanih disulfida (deglutationilacija proteina)
(Pirazzini i sar., 2014). Disulfidni tioredoksin vrac¢a se u aktivnu formu preko NADPH
zavisnog enzima tioredoksin reduktaze, a glutaredoksin se redukuje drugim molekulom
glutationa (Janssen-Heininger i sar., 2008). Dok tioredoksin i glutaredoksin redukuju SH
grupe, protein disulfid izomeraza uglavnom stvara disulfidne mostove u proteinu (Netto i
sar., 2007)

U odgovoru c¢elije na OS menja se koncentracija slobodnih SH grupa, tako da ovaj
parametar odreduje nivo oksidacije proteina i drugih tiola u celiji 1 predstavlja dobar

biomarker oksidativnog stresa.

25



4.4.2. Enzimska antioksidativna zastita

Grupi enzimskih komponenti primarne AOZ pripadaju SOD, GR, GPx i GST (van der
Oost i sar., 2003).

4.4.2.1 Superoksid-dizmutaza

Superoksid-dizmutaza (SOD) predstavlja prvu liniju odbrane od RVK i ima klju¢nu
ulogu u zastiti ¢elije od oksidativnih ostec¢enja. To je metaloproteinski enzim koji prevodi
visoko reaktivni radikal O,” u manje reaktivan H,O, i molekularni O,. Tokom evolucije
nastalo je vise klasa enzima SOD, i na osnovu metala u aktivnom centru enzima i lokacije u

¢eliji, opisane su tri izoforme SOD kod sisara:

- Superoksid-dizmutaza koja sadrzi bakar i cink (Cu, Zn SOD) je prva identifikovana
izoforma SOD. Nalazi se u citosolu eukariotskih c¢elija, a kod sisara i u jedru,
endoplazmatskom retikulumu, peroksizomima, mitohondrijama i lizozomima. Homodimer je
i ima molekulsku masu od 32 kDa, svaka subjedinica enzima sadrzi po jedan redoks aktivni
metal Cu®*/Cu* i jedan Zn®* koji ima strukturnu ulogu (Fukai i Ushio-Fukai, 2011). Kod
ljudi, gen za Cu, Zn SOD se nalazi na hromozomu 21, a kod misa na hromozomu 16 (Zelko i
sar., 2002).

- Superoksid-dizmutaza koja sadrzi mangan (Mn SOD) prisutna je kod prokariota i u
mitohondrijama i peroksizomima eukariota, homotetramer je molekulske mase 96 kDa, sa
jednim Mn**/Mn** po subjedinici (Fukai i Ushio-Fukai, 2011). Gen za ovu formu se nalazi na

hromozomu 6 kod ¢oveka i 17 kod misa (Zelko i sar., 2002).

- Ekstracelularna superoksid-dizmutaza (EC SOD) je poslednja otkrivena i hajmanje
proucena forma enzima SOD koja u aktivnom centru ima Cu i Zn. Pronadena je iskljucivo
kod sisara i ima jedinstvenu strukturu. Kod vecine vrsta predstavlja homotetramer sacinjen od
dva dimera povezana disulfidnim vezama molekulske mase 135 kDa (Fukai i Ushio-Fukai,
2011). Prevashodno se nalazi u intersticijalnom matriksu tkiva gde je vezana za heparan
sulfat proteoglikane na povrsini ¢elija, a u manjoj koli¢ini pronadena je u ekstracelularnim
te¢nostima (plazma, limfa, sinovijalna i cerebrospinalna te¢nost). Gen za SOD je lokalizovan

na hromozomu 4 kod ¢oveka, a kod misa se nalazi na hromozomu 5 (Zelko i sar., 2002).

Uloge SOD u organizmu su znacajne, jer menjajuéi koncentraciju O,", kao i krajnjeg

produkta kataliticke reakcije H,O,, u organizmu indirektno moduliraju vaskularni tonus,
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gensku ekspresiju, meducelijsku signalizaciju, ¢elijski rast, kao i inflamatorni odgovor i

apoptozu (Fukai i Ushio-Fukai, 2011).

4.4.2.2. Glutation-reduktaza

Glutation reduktaza (GR) je prisutna u prokariotskim ¢elijama i u citosolu i
mitohondrijama eukariotskih ¢elija. Ovaj enzim katalizuje reakciju redukcije oksidovanog
glutationa (GSSG) u redukovani glutation (GSH), pri ¢emu se kao redukujué¢i ekvivalent
koristi NADPH (Couto i sar., 2016)

Enzim GR je homodimerni flavoprotein koji u aktivnom centru ima disulfid. Svaka
subjedinica sadrzi prosteti¢ku grupu flavin adenin dinukleotid (FAD). Kataliticki ciklus GR
ima dve faze, prvo NADPH redukuje FAD, pri ¢emu se redukujuci ekvivalent prenosi na
redoks aktivan disulfid, a zatim dolazi do redukcije GSSG u aktivnom centru enzima (Ulusu i
Tandogan, 2007). Odrzavanjem pula glutationa uglavhom u redukovanom stanju, GR

ostvaruje znacajnu ulogu u regulaciji redoks homeostaze u ¢éeliji (Couto i sar., 2016).

4.4.2.3. Glutation S-transferaza

Glutation S-transferaza (GST) pripada familiji enzima |l faze detoksikacije
ksenobiotika. Do sada je u citosolu sisara izolovano sedam klasa GST, koje su formirane na
osnovu sli¢nosti u redosledu amino kiselina u lancu enzima i oznacene su slovima grckog
alfabeta: alfa (o), mi (W), pi (n), sigma (o) , teta (6), omega (o) i zeta (§), a ovih sedam klasa
daje sedamnaest izoformi. Najvaznija uloga GST je konjugacija GSH sa Sirokim spektrom
drugih supstrata, ukljucuju¢i sekundarne produkte lipidne peroksidacije (LPO) (Dasari i sar.,
2018). U mozgu pacova su izolovane tri izoforme a, [ i &, koje su eksprimirane u odgovoru
na prisustvo toksi¢nih hemikalija. 1zoforma GSTA4 je izolovana u komponentama KMB i

smatra se da je tako pozicionirana radi zastite mikrosredine ¢celija CNS-a (Abbott i sar.,
2006).

4.5. Bioloski efekti slobodnih radikala
4.5.1. Lipidna peroksidacija
Najizrazeniji negativni efekat delovanja SR je oksidacija viSestruko nezasi¢enih

masnih kiselina ¢elijskih membrana, poznata kao LPO tokom koje dolazi do njihovog

ostecenja (Ayala i sar., 2014).
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Polinezasi¢ene masne kiseline fosfolipidnog dvosloja ¢elijskih membrana
predstavljaju glavne ciljne molekule oksidativnog ostecenja. Najreaktivniji SR kiseonika,
OH’, zapocinje proces LPO preuzimanjem vodonikovog atoma nezasi¢ene masne kiseline
lipida (LH), $to dovodi do nastanka lipidnog radikala (L°). On u reakciji sa O, prelazi u
reaktivan lipidni peroksil radikal (LOO), koji zatim preuzima vodonikov atom sa susednog
lipida i formira lipidni hidroperoksid (LOOH). Novonastali L™ radikal reaguje sa susednim
lipidom u lanéanoj reakciji koja dovodi do akumulacije lipidnih hidroperoksida. Lipidni
hidroperoksid u reakciji sa redukovanim metalima (Fe®*) dovodi do nastanka lipidnog
alkoksil radikala (LO"). On moze da reaguje sa drugim lipidom, pri ¢emu se formiraju L’ i
lipidni aldehid (LOH). Takode, LOOH moze da interaguje sa oksidovanim metalima (Fe*")
formiraju¢i LOO" (Catala, 2006; Fagali i Catala, 2009).

Lipidni hidroperoksidi su nestabilni, razlazu se i formiraju veoma reaktivna aldehidna
jedinjenja, koja su znatno stabilnija od RVK i lako difunduju u éelije. Najpoznatiji toksi¢ni
aldehidni produkti LPO su 4-hidroksi-2-noneal (HNE) i malondialdehid (MDA), koji se
koristi kao biomarker stepena oksidativnog oStecenja Celijskih membrana (Spickett i sar.,
2010). Akumulacija hidroperoksida u membranama dovodi do promene njihove fluidnosti i
tako uti¢e na aktivnost transmembranskih enzima, transportera, receptora i drugih
membranskih proteina. Krajnji rezultat LPO je promena propustljivosti membrane, $to dovodi
do naruSavanja celijskog metabolizma, poremecaja homeostaze, odnosno do celijske smrti

(Kruidenier i Verspaget, 2002).

4.5.2. Mehanizam ekscitotoksi¢nosti

U fizioloskim uslovima optimalna koncentracija Glu u ekstracelularnom prostoru se
odrZzava adekvatnom funkcijom EAAT. Brzo i povecano oslobadanje Glu iz presinaptic¢kih
terminala koje se deSava u patoloSkim uslovima, prevazilazi kapacitet transportera za
njegovim preuzimanjem i okonéanjem ekscitatorne neurotransmisije, kada se ispoljava
njegovo citotoksi¢no dejstvo. Ekscitotoksicnost je patoloski proces nastao usled prekomerne i
produzene stimulacije receptora ekscitatornih amino-kiselina, pre svega Glu koji za posledicu
ima oStecenje ili smrt neurona (Atlante i sar., 2001). Iako su osnovni mehanizmi ¢elijskog
oSte¢enja u neurotoksi¢nosti poznati, brojna istrazivanja i u sadaSnjem vremenu dopunjuju

ova saznanja, konkretno izvori i uloga RVK i antioksidativne zastite.

28



Ekscitotoksic¢ni efekat Glu ispoljava se pre svega aktivacijom jonotropnih NMDA i
AMPA receptora, a njihova intenzivna i produzena aktivacija dovodi do oStecenja neurona na
nekoliko nacina. Usled produZene depolarizacije membrane nastaje prva ili rana komponenta
ekscitotoksi¢nosti koju &ini poveéani influks Na*, CI" i vode, koji dovode do bubrenja i
oStecenja metabolickih funkcija neurona. Produzena depolarizacija indukuje povecani influks
Ca’* (aktiviranjem voltazno zavisnih Ca®* kanala i povecanjem propustljivosti jonskih kanala
udruzenih sa NMDA receptorima), koji aktivira enzim koji konvertuje ksantin dehidrogenazu
(XDH) u ksantin oksidazu (XOD) koja potom dovodi do stvaranja O,", H,O, i ‘OH (Mehta i
sar., 2013). Influks Ca®" iz ekstracelularnog prostora dovodi do poveéanog oslobadanja ovog
katjona iz ¢elijskih organela, kao $to su mitohondrije i endoplazmatski retikulum. Kiseoni¢ni
radikali udruZeno sa pove¢anom intracelularnom koncentracija Ca®* dovode do aktivacije
brojnih enzima, razgradnje proteina, lipida i nukleinskih kiselina, izazivaju ostecenje
membrana, citoskeleta i vode u nekroti¢nu celijsku smrt (Lau i Tymianski, 2010). Takode,
poremeéena homeostaza Ca®* moze aktivirati programiranu ¢elijsku smrt tj. apoptozu, §to
predstavlja drugi vazan mehanizam oSteéenja neurona (Dong i sar., 2009). Preuzimanje Glu
od strane astrocita moZe biti inhibisano dejstvom RVK, §to je jo§ jedan faktor u

neurotoksi¢nosti (\Volterra i sar., 1994).

Brojna istrazivanja na Zivotinjama su pokazala da do oSte¢enja celija u
cerebrovaskularnim insultima, traumatskim povredama, neurodegenerativnim bolestima,
hipoglikemiji i statusu epileptikusu dolazi upravo mehanizmom ekscitotoksi¢nosti (Dong i

sar., 2009; Lewerenz i Maher, 2015).

U neurodegenerativnim bolestima je, osim povecane produkcije RVK, takode
povecana 1 sinteza NO kao posledica oksidativnog stresa. U cerebrovaskularnim insultima je
proizvodnja NO aktivirana povecanim oslobadanjem i smanjenim uklanjanjem Glu, $to
dovodi do hiperstimulacije NMDA receptora i poveéanog influksa Ca®*. Smatra se da su
toksi¢ni efekti NO posledica povecane produkcije njegovog metabolita peroksinitrita
(ONOOQ)), koji je izuzetno reaktivan, dovodi do fragmentacije DNK, narusava prenos signala
posredstvom tirozin kinaza i aktivira MT koje oStecuju ekstracelularni matriks, §to za

posledicu ima apoptozu (Dong i sar., 2009).

Na modelima razli¢itih oboljenja i patoloskih stanja CNS-a kod pacova pokazano je

da razli¢iti protokoli rTMS ispoljavaju protektivno dejstvo, indukuju¢i mehanizme kao $to su:
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snizavanje produkcije prooksidanasa i povecano stvaranje molekula i enzima AOZ-e,
smanjenje gubitka neurona inhibicijom apoptoze indukovane citohromom c, povecéanje
produkcije neurotrofi¢nih faktora, indukovanje neurogeneze i poveéanje ekspresije gena Ciji
proteinski produkti uéestvuju u reparaciji i regeneraciji tkiva (Arias-Carrion, 2008; Lee i sar.,

2013; Ljubisavljevic i1 sar., 2015; Sasso i sar., 2016; Tunez i sar., 2006).
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Il RADNE HIPOTEZE

Na osnovu navedenih podataka iz literature, a imaju¢i u vidu da su molekularni i
¢elijski mehanizmi  neuroprotektivne 1 neuromodulatorne uloge TMS uprkos brojnim

istrazivanjima nerazjasnjeni, postavljene su slede¢e radne hipoteze:

1. Jednokratni i viSekratni protokoli intermitentne i kontinuirane TBS izazivaju
promenu ekspresije membranskih i vezikularnih transportera za glutamat u motornoj kori,

strijatumu, hipokampusu i malom mozgu mladih i adultnih pacova.

2. Jednokratni i viSekratni protokoli intermitentne i kontinuirane TBS izazivaju
promenu ekspresije neurotrofi¢nog faktora mozdanog porekla u motornoj kori, strijatumu,

hipokampusu i malom mozgu mladih i adultnih pacova.

3. Jednokratni i viSekratni protokoli intermitentne i kontinuirane TBS ne menjaju
znacajno oksidativni status tkivnih komponenti u motornoj kori, strijatumu, hipokampusu i

malom mozgu kod mladih i adultnih pacova.
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111 CILJEVI ISTRAZIVANJA

U cilju rasvetljavanja uticaja protokola TBS na ekspresiju vezikularnih i membranskih
transportera za glutamat, neurotrofi¢énog faktora mozdanog porekla, kao i efekta na promene
biohemijskih parametara oksidativnog stanja, a na osnovu izlozenih hipoteza, ciljevi ovog
istrazivanja su bili:

1. Utvrditi uticaj jednokratne i viSekratne primene TMS po protokolima kTBS i iTBS
na promene u ekspresiji vezikularnog transportera za glutamat- vGIluT-1 i membranskih
transportera za glutamat - GLAST i GLT-1 u tkivu motorne kore, strijatuma, hipokampusa i
malog mozga mladih i adultnih pacova.

2. Utvrditi razlike u ekspresiji vezikularnog transportera za glutamat- vGIuT-1 i
membranskih transportera za glutamat - GLAST i GLT-1, u tkivu motorne kore, strijatuma,
hipokampusa i malog mozga izmedu mladih i adultnih pacova nakon jednokratne i visekratne
primene TMS po protokolima KTBS i iTBS.

3. Utvrditi uticaj jednokratne i visekratne primene TMS po protokolima kTBS i iTBS
na promene u ekspresiji neurotrofi¢énog faktora mozdanog porekla u tkivu motorne Kore,
strijatuma, hipokampusa i malog mozga mladih i adultnih pacova.

4. Utvrditi razlike u ekspresiji neurotroficnog faktora mozdanog porekla u tkivu
motorne Kkore, strijatuma, hipokampusa i malog mozga izmedu mladih i adultnih pacova
nakon jednokratne i visekratne primene TMS po protokolima kTBS i iTBS.

5. Utvrditi uticaj jednokratne i viSekratne primene TMS po protokolima kTBS i iTBS
na promene biohemijskih parametara oksidativnog stanja (lipidne peroksidacije, aktivnosti
antioksidativnih enzima i koncentraciju glutationa) u selektivno osetljivim mozdanim
strukturama (motornoj kori, strijatumu, hipokampusu i malom mozgu) pacova.

6. Utvrditi razlike u biohemijskim parametrima oksidativnog stanja (lipidne
peroksidacije, aktivnosti antioksidativnih enzima i koncentraciju glutationa) u selektivno
osetljivim mozdanim strukturama (motornoj kori, strijatumu, hipokampusu i malom mozgu)
izmedu mladih i adultnih pacova nakon pojedinacne i viSekratne primene TMS po
protokolima kTBS i iTBS.

7. Utvrditi povezanost promena biohemijskih parametara oksidativnog stanja i
ekspresije transportera za glutamat u tkivu motorne kore, strijatuma, hipokampusa i malog
mozga mladih i adultnih pacova nakon jednokratne i visekratne primene TMS po protokolima
KTBS i iTBS.
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8. Utvrditi povezanost promena ekspresije transportera za glutamat i neurotrofi¢nog
faktora mozdanog porekla u tkivu motorne kore, strijatuma, hipokampusa i malog mozga
mladih i adultnih pacova nakon jednokratne i visekratne primene TMS po protokolima KTBS
i iITBS.

9. Utvrditi povezanost promena biohemijskih parametara oksidativnog stanja i
ekspresije neurotroficnog faktora mozdanog porekla u tkivu motorne kore, strijatuma,
hipokampusa i malog mozga mladih i adultnih pacova nakon jednokratne i viSekratne
primene TMS po protokolima kTBS i iTBS.
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IV MATERIJAL | METODE

IV 1. Eksperimentalni dizajn

1.1. Eksperimentalne zivotinje

U istrazivanje su bili uklju¢eni muzjaci pacova Wistar soja, starosti 4 nedelje (mladi)
prosecne telesne mase (TM) 200 + 50 grama, kao i adulti starosti 8 nedelja, prosecne telesne
mase 400+50 grama. Zivotinje su odgajene na Farmi za uzgoj laboratorijskih Zivotinja
Vojnomedicinske akademije (VMA) -Torlak, a zatim su prebacene i ¢uvane u vivarijumu
Instituta za medicinska istrazivanja VMA. Tokom rada sa zivotinjama postovani su Eticki
principi rada na laboratorijskim zivotinjama Vojnomedicinske akademije u Beogradu, kao i
Zakon o zastiti 1 dobrobiti Zivotinja (,,Sluzbeni glasnik RS*, broj 41/09), koji poStuju pravila
Direktive evropskog parlamenta o zaStiti Zivotinja koriS¢enih za nau¢ne svrhe 2010/63/EU od
22.09.2010. g. Eksperiment je odobren od strane Ministarstva poljoprivrede i zastite Zivotne
sredine Republike Srbije, Uprave za veterinu (br. 323-07-7363/2014-05/1). Zivotinje su
cuvane u vivarijjumu VMA u plasti¢nim kavezima sa Zi¢anom reSetkom na vrhu, u klimatski
kontrolisanim uslovima (temperatura od 23 + 2°C, relativna vlaznost vazduha od 55 + 3%, sa
ciklusom svetlost/tama 12/12h). U svakom kavezu bilo je smesteno po tri zivotinje tokom
celokupnog trajanja istrazivanja. Sve Zzivotinje su tokom trajanja eksperimenta zivele u
podjednakim uslovima, sa slobodnim pristupom hrani i vodi iz plasti¢nih pojilica (LM2,
hrana za pacove u peletiranom obliku, Veterinarski zavod, Subotica). Nakon perioda
prilagodavanja na laboratorijske uslove u trajanju od dve nedelje, sve ekperimentalne

procedure na Zivotinjama su izvodene izmedu 8 1 13 ¢asova.

1.2. Eksperimentalne grupe

Zivotinje istog uzrasnog doba, adulti i mladi pacovi, su metodom slu¢ajnog uzorka
podeljeni u dve podgrupe: podgrupu koja je tretirana jednokratno i podgrupu Zivotinja koja je
bila tretirana viSekratno, u toku dve nedelje, po proceduri: svakodnevno petodnevno

aplikovanje/ pauza dva dana/ svakodnevno petodnevno aplikovanje iTBS/ KTBS.

Stimulacija je vrsena pomocu aparata MagStim Rapid® i kalema oblika osmice
dijametra 25 mm (MagStim Company, Whitli, Dyfed, UK) polozenom na glavu Zivotinje u
projekciji sagitalne linije. Kretanje pacova je bilo ograni¢eno od strane ispitivaca. Protokoli
TBS su primenjivani prema Huang i saradnici (Huang i sar., 2005). Magnetni stimulusi su

primenjivani pri intenzitetu od 80% praga motornog nadrazaja (definisanog kao vidljive
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kontrakcije prednjih ekstremiteta), na na¢in da su grupe od tri stimulusa (interstimulusni
interval ~ 10 ms; frekvencije 50 Hz) ponavljane ~ 170 ms (ukupno trajanje ciklusa ~ 200 ms

— ekvivalent 5 Hz) bile primenjivane prema obrascima:

- Intermitetne TBS (iTBS), ukupno 600 stimulusa, na nacin stimulacije prema
navedenom obrascu u trajanju od 2 sekunde, a potom 8 sekundi pauze (ukupno trajanje
ciklusa 10 sekundi, a ukupno trajanje stimulacije koja se sastojala od 20 ciklusa je ~190
sekundi)

- Kontinuirane TBS (KTBS), ukupno 600 stimulusa, na nadin stimulacije prema

navedenom obrascu bez pauza (jedan ciklus, ukupno trajanje stimulacije 40 sekundi).
U okviru podgrupa mladi i adulti, formirane su sledece eksperimentalne grupe:
Podgrupa mladih Zivotinja:
1. Placebo grupa mladih zivotinja ,,Jazno* jednokratno tretirana
2. Placebo grupa mladih Zivotinja ,,Jazno* visekratno tretirana
3. Grupa mladih zivotinja jednokratno stimulisanih po protokolu iTBS
4. Grupa mladih Zivotinja viSekratno stimulisanih po protokolu iTBS
5. Grupa mladih zivotinja jednokratno stimulisanih po protokolu kTBS
6. Grupa mladih zivotinja visekratno stimulisanih po protokolu kTBS
Podgrupa adultnih Zivotinja:
1. Placebo grupa adultnih Zivotinja ,,lazno* jednokratno tretirana
2. Placebo grupa adultnih Zivotinja ,,lazno* viSekratno tretirana
3. Grupa adultnih zivotinja jednokratno stimulisanih po protokolu iTBS
4. Grupa adultnih Zivotinja visekratno stimulisanih po protokolu iTBS
5. Grupa adultnih Zivotinja jednokratno stimulisanih po protokolu kTBS
6. Grupa adultnih zivotinja visekratno stimulisanih po protokolu kTBS

Po zavrSetku eksperimenta sve Zivotinje iz jednokratno tretiranih podgrupa bile su
nakon anestezije (pentobarbital-natrijum u dozi od 50 mg/kg TM) zrtvovane dekapitacijom

posle 24 sata od primenjenog eksperimentalnog protokola, dok su Zivotinje iz viSekratno
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tretiranih grupa na isti nain bile zrtvovane 48 sati nakon poslednjeg primenjenog

eksperimentalnog protokola.

IV 2. Imunomorfoloske promene u selektivno osetljivim moZdanim
strukturama Wistar pacova

2.1. Priprema tkiva za imunohistohemijsku analizu

Za imunohistohemijsku analizu su iz svake eksperimentalne grupe po tri zivotinje
najpre perfundovane sa 0,9 % fizioloskim rastvorom u zapremini od 50 ml i trajanju od 5
minuta, a zatim zrtvovane dekapitacijom. Mozgovi su prvo uronjeni u 4 % paraformaldehid
(PFA) u 0,1M rastvoru fosfatnog pufera (PBS) pH 7,4 u kome su stajali 24 casa na
temperaturi +4°C, i dalje u cilju dehidratacije prosli kroz seriju vodenih rastvora saharoze
rastuce koncentracije 10 % - 30 % (30 % saharoza: 30 g saharoze u 100 ml preciS¢ene vode).
Nakon toga, tkiva su uronjena u medijum za kalupljenje i zamrzavana u 2-metilbutanu
okruzenom suvim ledom. Nakon zamrzavanja, kalupi su ¢uvani na —80°C do dalje obrade.
Kriostatski koronalni preseci tkiva mozga pravljeni su na kriotomu (Leica CM 1850) na
temperaturi od —21°C, debljine 20 um (George Paxinos, 2005). Nakon susenja na sobnoj

temperaturi, mikroskopske plo¢ice ¢uvane su na —20°C do analize.

2.2. Imunohistohemijsko markiranje

Od imunohistohemijskih tehnika kori§¢ena je metoda imunofluorescence. Primenjeno
je jednostruko bojenje primarnim zecijim poliklonskim anti-BDNF antitelom (razblazenje
1:50, Invitrogen, SAD) i sekundarnim anti-zec¢ijim antitelom konjugovanim sa Alexa fluor
488° (razblazenja 1:500, Abcam, UK). Dvostruko imunohistohemijsko bojenje vrieno je
specifiécnim primarnim zecijim poliklonskim anti-vGIuT-1 (razblazenje 1:50, Invitrogen,
SAD), anti-GLAST (razblazenje 1:200, Abcam, UK) i anti-GLT-1 (razblazenje 1:500, Abcam,
UK) antitelima sa sekundarnim anti-ze&ijim antitelom konjugovanim Alexa fluor 488°
(razblazenja 1:500, Abcam, UK). Kao drugo primarno antitelo u dvostrukoj
imunofluorescenci koris¢eno je misije poliklonsko anti-GFAP (razblazenje 1:1000, Abcam,
(razblazenja 1:250, Invitrogen, SAD). Sva antitela su razblazivana u puferizovanom

fosfatnom rastvoru (eng. phosphate buffered sollution, PBS).

Kriostatski preseci mozdanog tkiva nakon odmrzavanja na sobnoj temperaturi u

trajanju od 20 minuta podvrgnuti su sledecoj proceduri markiranja:
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1. Ispiranje dva puta po 5 minuta u PBS

2. Inkubcija 30 minuta sa 1% rastvorom Kkristalizovanog serumskog albumina

goveceta (eng. bovine serum albumin, BSA)

3. Inkubacija sa primarnim antitelima (anti-BDNF, anti-GLAST, anti-GLT-1 i anti-

vGIuT-1) u vlaznoj komori preko no¢i na +4°C
4. Ispiranje dva puta po 5 minuta u PBS

5. Inkubacija sa sekundarnim anti-zecijim antitelom konjugovanim sa Alexa fluor

488®, razblazenja 1:500, 2 ¢asa na +4°C u vlaznoj komori
6. Ispiranje dva puta po 5 minuta u PBS

Preseci pacovskih tkiva koji su jednostruko markirani primarnim anti-BDNF antitelom su

nakon stavke 6 podvrgnuti istoj proceduri od stavke 11 do 13.

7. Kod dvostrukog imunofluorescentnog bojenja inkubacija sa drugim primarnim

antitelom anti-GFAP u vlaznoj komori preko no¢i na +4°C

8. Ispiranje dva puta po 5 minuta u PBS

.....

555®, razblaZenja 1:250, 2 ¢asa na +4°C u vlaznoj komori
10. Ispiranje dva puta po 5 minuta u PBS

11. Bojenje jedara 4',6-diamidino-2-fenilindolom (eng. 4,6-diamidino-2 phenylindole,

DAPI) razblaZenja 1:20000 u trajanju od 2 minuta
12. Ispiranje dva puta po 5 minuta u PBS

13. Montiranje preseka u medijumu (rastvor glicerola i PBS u odnosu 1:1)

2.3. Analiza intenziteta imunofluorescence

Obojeni preseci su posmatrani pod svetlosnim mikroskopom (Olympus, BX61, Japan)
i fotografisani (Olympus LTP 701, Japan), a vizuelizacija fluorofora je vrSena Zivinom
fluorescentnom lampom (X-cite series 120, Excelitas Technologies, SAD) pod istim
uslovima. Za odredivanje fluorescence analizirana su po tri preseka tkiva motorne kore,
strijatuma, hipokampusa i malog mozga od po tri Zivotinje u svakoj eksperimentalnoj grupi.

Za svaki presek je nacinjeno po pet fotografija na uvelicanju 20x. Intenzitet fluorescence je
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odredivan semikvantitativnom metodom upotrebom Image J software. Sa svake fotografije su
uklonjeni artefakti i uradena je korekcija slike, nakon Cega je odreden prag intenziteta

fluorescence i predstavljen kao srednja vrednost sive skale.

IV 3. Odredivanje parametara oksidativnog stresa i antioksidativne zasStite
u homogenatima tkiva mozga Wistar pacova

Za procenu uticaja TBS na oksidativni status u mozdanom tkivu odredivani su
koncentracija tiobarbiturna kiselina-reaguju¢ih supstanci (eng. thiobarbituric acid reactive
species TBARS), proizvodnja superoksid anjon radikala (O,"), aktivnost superoksid
dizmutaze (SOD), koncentracija ukupnih sulfhidrilnih grupa (SH), sadrzaj redukovanog
glutationa (GSH), kao i aktivnost glutation reduktaze (GR) i glutation-S- transferaze (GST).

3.1. Priprema homogenata tkiva mozga Wistar pacova za biohemijsku analizu

Nakon uvodenja U anesteziju, zivotinje su zrtvovane dekapitacijom. Tkivo mozga
zamrzavano je U te¢nom azotu i ostavljeno na —80°C za dalju analizu. Glave su nepotpuno
odmrzavane, a zatim su na ledu (0-4°C) vadeni mozgovi i izdvajano je tkivo motorne kore,

strijatuma, hipokampusa i malog mozga.

Priprema tkiva mozga za analize vrSena je homogenizacijom u Iml hladnog
puferizovanog saharoznog medijuma (0,25 M/l saharoza, 0,1 mM/I EDTA | 50 mM K-Na
fosfatni pufer, pH 7,2), u staklenom homogenizeru sa teflonskim tu¢kom na 800 obrtaja/min
(Schuett-biotec, Gottingen, Nemacka). Nakon dva uzastopna centrifugiranja (J 2-21
centrifuge, Beckman, Nemacka, rotor J-20) na 3500 obrtaja/min u trajanju od 15 minuta na
+4°C, odvojeni supernatant je sonifikovan (MSE, P631555) radi liziranja membrana
subcelularnih struktura. Dobijeni uzorak predstavlja neprecis¢enu mitohondrijalnu frakciju
(Gurd i sar., 1974). Sonifikacija je izvedena u tri ciklusa po 30 sekundi sa 5 sekundi pauze
izmedu ciklusa, a talog je odbacivan. Dobijeni uzorci ¢uvani su na -80°C za dalje odredivanje

parametara OS i antioksidativne zastite.

Posebna priprema tkiva vrSena je za odredivanje koncentracije GSH. Nakon
nepotpunog odmrzavanja glava, izdvojene su selektivno osetljive mozdane stukture i zatim
homogenizovane u 1ml 10% sulfosalicilne kiseline, u staklenoj epruveti za homogenizaciju
sa teflonskim tuckom, na 800 obrtaja/min (Schuett-biotec, Gottingen, Nemacka). Nakon
centrifugiranja u plasti¢nim epruvetama 25 min na 8000 obrtaja/min na +4°C, supernatant je

izdvojen za spektrofotometrijsku analizu ili ¢uvan u plastiénim mikroepruvetama na -80 °C
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do momenta odredivanja GSH. lzdvojeni talog je rastvoren u 0,1 M NaOH i nakon 24 h

spektrofotometrijski je odredena koncentracija proteina.

3.2. Odredivanje koncentracije proteina u homogenatima tkiva

Parametri OS i AOZ izrazavani su na mg proteina, tako da je pre svih merenja u
homogenatima tkiva najpre odreden sadrzaj proteina metodom po Lowry-ju (Lowry i sar.,
1951). Metoda se zasniva na biuretskoj reakciji peptidnih veza i jona bakra u alkalnoj sredini
i reakciji fosfomolibdensko-fosfovolframskog reagensa sa aromati¢nim amino-kiselinama u
polipeptidnim lancima. Kao standard je koris¢en BSA (eng. bovine serum albumin). U
reakciji nastaje jedinjenje plave boje, €iji je intenzitet proporcionalan koncentraciji proteina.
Najpre je 10 ul uzorka inkubirano 10 minuta na sobnoj temperaturi sa reakcionom smesom
do 1 ml: 2ml 0,5 % CuSO,i do 100 ml Stock Lowry reagensa (10 g Na-karbonat, 10 ml 5 M/I
NaOH, 100 mg K-Na tartarata i H,O do 500 ml). Slepa proba (1 ml reakcione smese) i
standardi (10, 20, 30, 40, 50 ul BSA, poznate koncentracije proteina 1 mg/ml, uz dodatak
reakcione smese do 1 ml) su takode 10 minuta inkubirani na sobnoj temperaturi. Zatim je u
sve epruvete (uzorci, slepa proba, standardi) dodato po 100 ul Follin reagensa i inkubirano 30
minuta na sobnoj temperaturi. Intenzitet plave boje meren je spektrofotometrijski na 575 nm
(Ultrospec 2000, Pharmacia Biotech, UK). Koncentracija proteina u uzorku izrazavana je u

pg/ml homogenata tkiva.

3.3. Odredivanje koncentracije TBARS u tkivu

Reakcija malondialdehida (MDA) i drugih TBARS sa tiobarbiturnom kiselinom (TBA)
u tkivu dovodi do stvaranja kompleksnih jedinjenja bledozute boje ¢iji se intenzitet meri
spektrofotometrijski (Girotti i sar., 1991).

Reakcionu smeSu TBA reagensa ¢ine 15 % trihlorsiréetna kiselina, 0,375 %
tiobarbiturna kiselina 1 0,25 M/I hlorovodoni¢ne kiseline. U epruvete je odmeravano 200 pl
razblazenog homogenata (50 pl homogenata + 150 pl preciSéene vode) i 400 pul TBA
reagensa, a zatim zagrevano na 95°C tokom 5 minuta u vodenom kupatilu. Nakon hladenja
izvrSeno je centrifugiranje 1 minut na 3000 obrtaja/min, nakon ¢ega je po 300 ul supernatanta
razliveno u plocu i merena je apsorbancija u odnosu na slepu probu. Vrednost apsorbancije
ocitavana je na ELISA spektrofotometru pri mernoj talasnoj duzini od 492 nm i referentnoj

talasnoj duzini od 650 nm (SynergyHT, BioTek, SAD).
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Za kalibracionu krivu i regresionu jednacinu, napravljen je radni standardni rastvor
MDA koncentracije 1 mM/I, a zatim serija mernih rastvora koncentracija 10, 50, 100, 150 i
200 uM/I. Koncentracija TBARS izrazavana je u nM TBARS/mg proteina.

3.4. Odredivanje superoksidnog anjon radikala

Redukcija nitroblu tetrazolijuma (NBT) do nitroblu-formazana koristi se kao mera
stvaranja O," u hemijskim i bioloSkim sistemima (Auclair C., 1985). U oksidovanoj formi
NBT je Zuta supstanca rastvorljiva u vodi, dok je u redukovanoj formi intenzivno plave boje i
smanjene rastvorljivosti. Superoksid-zavisna redukcija NBT odvija se do monoformazana.
Reakciona smesa je sadrzala 1 mM NBT (rastvorenog u 0,05 M fosfatnom puferu sa 0,1 mM
EDTA, pH 8,6) 1 0,1 mg/ml Zelatina, koji NBT-formazan odrzava u rastvoru. Rastvor NBT je
jedan sat bio izlozen dejstvu azota pod pritiskom, $to je imalo za cilj da istisne kiseonik iz
medijuma. Reakcija je otpocinjala dodavanjem 0,05 ml uzorka u 1 ml reakcione smese, a
promena ekstinkcije pracena je u toku 5 minuta na talasnoj duzini 550 nm (Ultrospec 2000,
Pharmacia Biotech, UK). Stvaranje O, izrazavano je kao nM redukovanog NBT/min/mg

proteina.

3.5. Odredivanje aktivnosti ukupne superoksid dismutaze

Aktivnost ukupne SOD u homogenatima tkiva odredivana je pomocu komercijalnog
kita (Ransod Kit, Ri ox reagents, UK). Analiza se zasniva na reakciji O,", generisanim
ksantinom i ksantin oksidazom sa 2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-feniltetrazolijum
hloridom (INT) pri ¢emu se stvara formazan crvene boje. Aktivnost SOD je predstavljena
stepenom inhibicije ove reakcije. Jedna jedinica SOD za 50 % inhibira brzinu redukcije INT
pod definisanim uslovima. Intenzitet crvene boje formiranog formazana je meren na talasnoj
duzini 505 nm (Ultrospec 2000, Pharmacia Biotech, UK). Dobijeni rezultati za aktivnost
ukupne SOD se izrazavaju u internacionalnim jedinicama po miligramu proteina (IJ/mg
proteina).

3.6. Odredivanje sadrzaja ukupnih sulthidrilnih grupa

Ukupni sulthidrilni sadrzaj (SH) u homogenatima tkiva mozga odredivan je
Elmanovom metodom (Elman, 1959). Ova metoda zasniva se na reakciji 2,2-dinitro-5,5-
ditio-benzoeve kiseline (DTNB) sa alifati¢énim tiolnim jedinjenjima u baznoj sredini pri pH 9,
pri emu se stvara jedan mol p-nitrofenol anjona po jednom molu tiola. Zuta boja anjona koja

odreduje intenzitet apsorbancije merena je na 412 nm. U 50 pl uzorka dodato je 900 ul pufera
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(0,2 M/l, KoaHPO4, 2 mM/I EDTA, pH 9,0) i 20 pl DTNB (0,01 M/l DTNB rastvoren u 50
mM/| fosfatnog pufera, pH 7,0). U slepu probu je dodato 20 pl DTNB i 950 pl pufera. Nakon
mesanja na vorteksu uzorci su inkubirani 25 minuta na sobnoj temperaturi i apsorbancija je
Citana na 412 nm prema slepoj probi (Ultrospec 2000, Pharmacia Biotech, UK).
Koncentracija SH sadrzaja u tkivu mozga izraunata je preko molarnog ekstinkcionog
koeficijenta p-nitrofenola na 412 nm, koji za date uslove ima vrednost od 13.600 | x M x
cm™. Sadrzaj SH grupa izrazen je u uM /mg protena.

3.7. Odredivanje koncentracije redukovanog glutationa

Metoda odredivanja sadrzaja GSH u tkivu se zasniva na reakciji 2,2-dinitro-5,5-ditio-
benzoeve kiseline (DTNB) sa alifaticnim tiol jedinjenjima pri pH 8, stvarajuci p-nitrofenil
anjon zute boje. Intenzitet Zute boje se koristio za merenje koncentracije GSH
spektorfotometrijski. Reakciona smesa se sastojala od 400 ul pufera (0,4 M TRIS HCI pH
8,9), 800 pl precis¢ene vode, 100 ul uzorka i 10 ul DTNB (10 mM u metanolu). U slepu
probu umesto uzorka je dodata 10 % sulfosalicilna kiselina. Kao standard je kori$¢en rastvor
GSH (167 uM u preciséenoj vodi) od kojeg su pravljena odgovarajuca razblazenja. Nakon
inkubacije pripremljenih rastvora u trajanju od 20 minuta, ekstinkcija je o¢itavana na talasnoj
duzini od 412 nm (Ultrospec 2000, Pharmacia Biotech, UK). Koncentracija GSH je izrazena

u nM/mg proteina.

3.8. Odredivanje aktivnosti glutation reduktaze

Aktivnost GR u homogenatima tkiva je odredivana pomocéu komercijalnog Kkita
(Glutathione Reductase Assay Kit, Sigma, SAD). Metoda se zasniva na redukciji oksidovanog
glutationa (GSSG) do GSH pomo¢u NADPH kao donora redukujucih ekvivalenta u prisustvu
GR. Formirani GSH dovodi do redukcije DTNB u 5-tio 2-nitrobenzojevu kiselinu (TNB).
Nivo stvaranja TNB je proporcionalan ukupnoj aktivnosti GR. Na ELISA ploci pipetirano je
10 pl uzorka i 80 pl radnog pufera (100 mM K-fosfatni pufer sa 1 mM EDTA, pH 7,5). Kao
slepa proba umesto uzorka koris¢en je pufer za GR (100 mM K-fosfatni pufer sa 1 mM
EDTA i 0,1% rastvor BSA, pH 7,5). Kao standard u reakciji koriS¢ena je GR ¢ija je aktivnost
678,9 1J/ml, od koje su pravljena odgovarajuc¢a razblazenja. Reakcija je zapocCeta dodavanjem
reakcione smese koju su ¢inili 50 ul DTNB (3 mM DTNB u radnom puferu), 10 pul NADPH
(2 mM NADPH u radnom puferu) i 100 pl GSSG (2mM GSSG u radnom puferu). Nakon 60
sekundi inkubacije reakcione smese, ekstinkcija je oCitavana spektrofotometrijski na talasnoj

duzini od 412 nm na svakih 16 sekundi, kako bi se dobile vrednosti za devet ciklusa (Synergy
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HT, BioTek, SAD). Aktivnost GR predstavljana je internacionalnim jedinicama po miligramu
proteina (1J/mg proteina), gde jedna IJ GR odgovara redukciji 1 pM DTNB-a u TNB.

3.9. Odredivanje aktivnosti glutation S-transferaze

Aktivnost GST u homogenatima tkiva odredivana je pomocu komercijalnog kita
(Glutathione S- transferases Assay, Science Cell, SAD). Metoda se zasniva na konjugaciji
tiolne grupe GSH sa 1-hloro-2-dinitrobenzenom, $to dovodi do porasta apsorbancije koja je
proporcionalna aktivnosti GST. Promena apsorbancije se ocitava na talasnoj duzini od 340
nm na svakih 60 sekundi, da bi se dobile vrednosti za Sest ciklusa. Dobijeni rezultati za
aktivnost GST se izrazavaju u internacionalnim jedinicama po miligramu proteina (1J/mg
proteina). Jedna 1J GST uzrokuje nastanak 1uM GS-DNB konjugata u minuti pod

definisanim uslovima.

IV 4. Vrsta studije, veli¢ina uzorka i statisticka obrada rezultata

Tip studije prema kome je sprovedeno istrazivanje u celini je eksperimentalna studija

na zivotinjama in vivo.

Veli¢ina uzorka izraCunata je na osnovu ocekivanih vrednosti parametara
oksidativnog statusa u eksperimentalnim grupama. Studijski uzorak izracunat je uzimajuci da
je a = 0,05, a snaga studije 0,8 za nezavisni t test, porede¢i grupe medu sobom (u oba smera)
prema statistickom programu G*Power3.1. Studijski uzorak koji pretpostavlja utvrdivanje
statisticki znacajne razlike (nezavisni t test ili Mann-Whitney test) izmedu dve izmerene

varijable omoguc¢ava snagu studije > 80 %.

Sve dobijene vrednosti su prezentovane kao srednja vrednost + standardna devijacija
(SD). Nakon testiranja normalnosti raspodele varijabli po grupama, za utvrdivanje statisticke
znacajnosti koriS¢eni su sledec¢i testovi: analiza varijanse (ANOVA) 1 nezavisni t test za
obelezja sa normalnom raspodelom. Za testiranje zavisnosti izmedu pojedinih varijabli
koris¢en je test linearne regresije uz utvrdivanje i testiranje Spaerman-ovog koeficijenta
korelacije. Za statisticku obradu dobijenih rezultata koriS¢en je komercijalni programski

paket GraphPad Prism, verzija 5.03. Statisticka znacajnost odredena je na p <0,05.
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V REZULTATI

V 1. Efekti iTBS i KTBS na intenzitet imunofluorescence u moZdanim
strukturama Wistar pacova

1.1. Efekat iTBS i KTBS na ekspresiju VGIuT-1 u mozdanim strukturama Wistar
pacova

Rezultati ekspresije vGIUT-1 u mozdanim strukturama kod placebo i stimulisanih
(iTBS, KTBS) grupa prikazani su za motornu koru na slici V 1.1.a, strijatum na slici V 1.1.b,

hipokampus na slici V 1.1.c i mali mozak na slici V 1.1.d.

U motornoj kori (slika V 1.1.a) ekspresija vGIuT-1 je pove¢ana nakon viSekratne
KTBS u grupi mladih Zivotinja u odnosu na placebo (p<0,05). Kod adulta visekratna iTBS
dovodi do smanjenja ekspresije vGluT-1 (p<0,01) u odnosu na placebo grupu. U odnosu na
placebo i jednokratna primena KTBS kod adulnih Zivotinja dovela je do smanjenja ekspresije
VGIUT-1. Poredenjem visekratne u odnosu na jednokratnu stimulaciju (iTBS, KTBS) belezi se
smanjena ekspresija transportera kod viSekratno tretiranih mladih Zivotinja. Kod adulta,
manja ekspresija vGIuT-1 registrovana je nakon primene visekratnog iTBS protokola. Nakon
viSekratne primene oba protokola nadena je smanjena ekspresija VGIuT-1 u motornoj kori

mladih Zivotinja u odnosu na adulte.

Ekspresija vGIuT-1 u strijatumu (slika V 1.1.b) mladih Zivotinja nakon viSekratne
ITBS je povecana u odnosu na placebo grupu (p<0,001). Visekratna u odnosu na jednokratnu
primenu oba protokola pokazuje manju ekspresiju transportera kod mladih Zivotinja (p<0,05).
Visekratna primena kTBS smanjuje vGIuT-1 u grupi mladih Zivotinja u odnosu na adulte
(p<0,001).

U hipokampusu (slika V 1.1.c) mladih Zivotinja registrovana je povecana ekspresija
vGIuT-1 nakon visekratne iTBS u odnosu na placebo (p<0,001). Manja ekspresija transportera
nakon kTBS kod mladih, kao i nakon primene oba protokola (iTBS, kTBS) kod adulta
registrovana je nakon visekratne u odnosu na jednokratne stimulaciju. Manja ekspresija
vGIuT-1 nakon visekratne kTBS registrovana je u hipokampusu mladih Zivotinja u odnosu na
adulte (p<0,001).

ViSekratna primena iTBS povecava ekspresiju vGIuT-1 u malom mozgu mladih
zivotinja u odnosu na placebo (slika V 1.1.d). Takode, u grupi mladih zivotinja manja

imunofluorescenca registrovana je nakon viSekratne u odnosu na jednokratnu primenu oba
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protokola (p<0,001). Nakon visekratne primene kTBS

registruje se manja ekspresija vGluT-1 (p<0,001).
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Slika V 1.1. Ekspresija vezikularnog glutamatnog transportera 1 (vGIuT-1) u a)
motornoj kori, b) strijatumu, ¢) hipokampusu i d) malom mozgu mladih i adultnih Wistar
pacova u placebo grupi i nakon intermitentne i kontinuirane stimulacije teta praskovima (iTBS,

KTBS).

Rezultati su izrazeni kao srednja vrednost srednje vrednosti sive skale = SD. Simboli oznacavaju
statisticki znaajnu razliku stimulisanih Zivotinja u odnosu na placebo pacove (*), viSekratno stimulisane u
odnosu na jednokratno stimulisane mlade Zivotinje (%), viSekratno stimulisane u odnosu na jednokratno
stimulisane adultne Zivotinje (°) i vi$ekratno stimulisane mlade u poredenju sa visekratno stimulisanim adultnim

zivotinjama (). (*,",°p<0,05; **, " p<0,01; *** *** °° " p<0,001)
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1.2. Efekat iTBS i KTBS na ekspresiju GLAST u mozdanim strukturama Wistar pacova

Ekspresija GLAST u mozdanim strukturama kod placebo i stimulisanih (iTBS, kTBS)
grupa prikazana je za motornu koru na slici V 1.2.a, strijatum na slici V 1.2. b, hipokampus

na slici V 1.2.c i mali mozak na slici V 1.2.d.

Ekspresija GLAST u motornoj kori (slika V 1.2.a) povecana je nakon visekratne
primene iTBS (p<0,05) i kTBS (p<0,001) u grupi mladih Zivotinja u odnosu na placebo. Kod
visekratne u odnosu na jednokratnu primenu iTBS registruje se manji intenzitet fluorescence

transportera kod mladih Zivotinja (p<0,001).

Visekratna kTBS povecava ekspresiju GLAST u odnosu na placebo u strijatumu
mladih pacova (slika V 1.2.b). Kod visekratno stimulisanih mladih zivotinja u odnosu na
jednokratno tretirane iTBSom registruje se manja ekspresija GLAST (p<0,001), dok kTBS
izaziva suprotni efekat- znatno veci intenzitet fluorescence GLAST kod viSekratno tretiranih u
odnosu na pojedina¢no stimulisane mlade zivotinje (p<0,01). Kod jednokratno tretiranih
mladih u poredenju sa adultnim Zivotinjama belezi se manja ekspresija transportera nakon
oba TBS protokola (p<0,05). Poredenjem mladih i adultnih Zivotinja koje su tretirane
visekratno, kod mladih se registruje manja ekspresija GLAST nakon iTBS i veca ekspresija
transportera nakon KTBS.

U odnosu na placebo grupu, u hipokampusu (slika V 1.2.c) mladih zivotinja,
jednokratna primena iTBS povecava (p<0,05), dok viSekratna stimulacija istim protokolom
smanjuje GLAST (p<0,001). Jednokratna primena kTBS kod mladih Zivotinja smanjuje
ekspresiju transportera u odnosu na placebo grupu (p<0,05). Kod adulta je registrovano
poveéanje GLAST nakon jednokratne kTBS u odnosu na placebo (p<0,01). Manja ekspresija
transportera izmerena je nakon visekratne u odnosu na jednokratnu iTBS kod mladih
zivotinja, dok je kod visekratno tretiranih adulta znatno manja ekspresija GLAST izmerena u
odnosu na jednokratnu primenu KTBS (p<0,001). Jednokratna stimulacija iTBS povecéava, dok
KTBS smanjuje ekspresiju transportera kod mladih u odnosu na adulte. Visekratna primena
iTBS smanjuje GLAST kod mladih u odnosu na adulte (p<0,01).

U regionu malog mozga (slika V 1.2.d), jednokratna primena oba protokola kod
mladih Zivotinja, kao i jednokratna primena kTBS kod adulta povecava ekspresiju GLAST u
poredenju sa placebo grupom. Poredenjem visekratne u odnosu na jednokratnu primenu kTBS

protokola registruje se manja ekspresija GLAST i kod mladih (p<0,01) i kod adulta (p<0,001)
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nakon viSekratne primene. Kod mladih u odnosu na adulte, primena jednokratne i visekratne

KTBS dovodi do manjeg intenziteta fluorescence GLAST.
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Slika V 1.2. Ekspresija transportera ekscitatornih amino-kiselina 1 (GLAST) u a)
motornoj kori, b) strijatumu, ¢) hipokampusu i d) malom mozgu mladih i adultnih Wistar
pacova u placebo grupi i nakon intermitentne i kontinuirane stimulacije teta praskovima (iTBS,
kTBS).

Rezultati su izrazeni kao srednja vrednost srednje vrednosti sive skale = SD. Simboli oznacavaju
statisticki znaajnu razliku stimulisanih Zivotinja u odnosu na placebo pacove (*), viSekratno stimulisane u
odnosu na jednokratno stimulisane mlade Zivotinje (%), viSekratno stimulisane u odnosu na jednokratno
stimulisane adultne Zivotinje (°), jednokratno stimulisane mlade u poredenju sa jednokratno stimulisanim
adultnim Zivotinjama (7) i viSekratno stimulisane mlade u poredenju sa viSekratno stimulisanim adultnim
Zivotinjama (*).(*,", p<0,05; ** ** " ""p<0,01; *** *** °° ™ ""'n<0,001)
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1.3. Efekat iTBS i KTBS na ekspresiju GLT-1 u mozdanim strukturama Wistar pacova

Ekspresija GLT-1 u mozdanim strukturama kod placebo i stimulisanih (iTBS, kTBS)
grupa prikazana je za motornu koru na slici V 1.3.a, strijatum na slici V 1.3.b, hipokampus na

slici V 1.3.c i mali mozak na slici V 1.3.d.

U motornoj kori adultnih zivotinja (slika V 1.3.a) ekspresija GLT-1 smanjena je nakon
jednokratne kTBS (p<0,05) u odnosu na placebo grupu.

Jednokratna kTBS smanjuje ekspresiju GLT-1 u odnosu na placebo grupu u strijatumu
adultnih pacova (slika V 1.3.b). U grupi adultnih Zivotinja intenzitet fluorescence GLT-1

nakon visekratne iTBS u odnosu na jednokratno tretirane Zivotinje je smanjen (p<0,05).

U hipokampusu (slika V 1.3.c) adultnih zivotinja, nakon visekratne primene oba TBS
protokola registruje se smanjenje GLT-1 u odnosu na placebo grupu (p<0,01). Poredenjem
viSekratne sa jednokratnom primenom iTBS kod adultnih Zivotinja, uocava se smanjena

ekspresija transportera nakon visestruke stimulacije (p<0,001).

U poredenju sa placebo grupom, jednokratna primena oba protokola (iTBS, kTBS)
povecava, dok viSekratna smanjuje ekspresiju GLT-1 u regionu malog mozga adultnih
zivotinja (slika V 1.3.d). Kod visekratno tretiranih adulta, u odnosu na jednokratno
stimulisane kTBSom, registruje se manja ekspresija GLT-1 (p<0,01). U malom mozgu mladih
u odnosu na adulte, nakon primene jednokratne kTBS nalazi se veci intenzitet fluorescence
GLT-1. Poredenjem viSekratno tretiranih mladih Zivotinja u odnosu na adultne grupe, nakon

primene oba protokola TBS registruje se veca ekspresija GLT-1.
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Slika V 1.3. Ekspresija transportera ekscitatornih amino-kiselina 2GLT-1) u a)
motornoj kori, b) strijatumu, ¢) hipokampusu i d) malom mozgu mladih i adultnih Wistar
pacova u placebo grupi i nakon intermitentne i kontinuirane stimulacije teta praskovima (iTBS,
kTBS).

Rezultati su izrazeni kao srednja vrednost srednje vrednosti sive skale + SD. Simboli oznaavaju
statisticki znaCajnu razliku stimulisanih Zivotinja u odnosu na placebo pacove (*), viSekratno stimulisane u
odnosu na jednokratno stimulisane adultne Zivotinje (°), jednokratno stimulisane mlade u poredenju sa
jednokratno stimulisanim adultnim Zivotinjama (7)) i viSekratno stimulisane mlade u poredenju sa visekratno
stimulisanim adultnim Zivotinjama (). (*,°, p<0,05; ** %~ " p<0,01; *** °®°p<0,001)
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1.4. Efekat iTBS i KTBS na ekspresiju BDNF u mozdanim strukturama Wistar pacova

Rezultati ekspresije BDNF u mozdanim strukturama kod placebo i stimulisanih (iTBS,
kTBS) grupa prikazani su za motornu koru na slici V 1.4.a, strijatum na slici V 1.4.b,

hipokampus na slici V 1.4.c i mali mozak na slici V 1.4 d.

Ekspresija BDNF u motornoj kori mladih zivotinja (slika V 1.4.a) smanjena je nakon
viSekratne primene oba TBS protokola u odnosu na placebo grupu (p<0,05). Visekratna
primena iTBS smanjuje ekspresiju BDNF u poredenju sa jednokratnim tretmanom u motornoj
kori adultnih zivotinja (p<0,05). Poredenjem visekratno tretiranih mladih zivotinja u odnosu

na adultne grupe, nakon primene iTBS registruje se veca ekspresija BDNF (p<0,01).

U strijatumu nisu zabelezene promene u ekspresiji BDNF nakon primene oba TBS
protokola (slika V 1.4.b).

U hipokampusu mladih Zzivotinja jednokratno tretiranih sa iTBS (slika V 1.4.c),
smanjen je intenzitet fluorescence BDNF u poredenju sa placebo grupom (p<0,01).

ViSekratna primena kTBS smanjuje ekspresiju BDNF u malom mozgu mladih
Zivotinja u poredenju sa placebo grupom (p<0,01). Visekratna primena iTBS smanjuje BDNF
u poredenju sa jednokratnim tretmanom Kod adultnih zivotinja u regionu malog mozga (slika

V 1.4.d).
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Slika V 1.4. Ekspresija neurotrofi¢nog faktora mozdanog porekla (BDNF) u a) motornoj
kori, b) strijatumu, ¢) hipokampusu i d) malom mozgu mladih i adultnih Wistar pacova u
placebo grupi i nakon intermitentne i kontinuirane stimulacije teta praskovima (iTBS, KTBS).

Rezultati su izrazeni kao srednja vrednost srednje vrednosti sive skale = SD. Simboli ozna¢avaju
statisticki znaCajnu razliku stimulisanih Zivotinja u odnosu na placebo pacove (*), viSekratno stimulisane u
odnosu na jednokratno stimulisane adultne Zivotinje (°) i viSekratno stimulisane mlade u poredenju sa viSekratno

stimulisanim adultnim Zivotinjama (). (*,°p<0,05; **~ p<0,01)
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1.5. Efekat iTBS i KTBS na ekspresiju GFAP u mozdanim strukturama Wistar pacova

Ekspresija GFAP u mozdanim strukturama kod placebo i stimulisanih (iTBS, kTBS)
grupa prikazana je za motornu koru na slici V 1.5.a, strijatum na slici V 1.5.b, hipokampus na

slici V 1.5.c i mali mozak na slici V 1.5.d.

U motornoj kori mladih zivotinja (slika V 1.5.a), nakon visekratne primene oba
protokola registruje se manji intenzitet fluorescence GFAP u odnosu na jednokratnu primenu
TBS. Kod adulta, manja ekspresija GFAP se belezZi kod visekratne primene iTBS u poredenju
sa jednokratnom primenom iTBS (p<0,05). Poredenjem efekata visekratne primene oba
protokola TBS kod mladih Zivotinja u odnosu na vi$ekratno tretirane adulte, u motornoj kori

se belezi manja ekspresija GFAP u grupi mladih (iTBS p<0,05; kTBS p<0,01).

U strijatumu adultnih pacova (slika V 1.5.b), jednokratna primena kTBS smanjuje
ekspresiju GFAP u odnosu na placebo. Visekratna u odnosu na pojedina¢nu iTBS smanjuje
intenzitet fluorescence GFAP kod mladih Zivotinja (p<0,001). Poredenjem efekata visekratne
ITBS kod mladih u odnosu na adulte, u strijatumu mladih Zivotinja registruje se manja
ekspresija GFAP molekula (p<0,001).

U hipokampusu (slika V 1.5.c) mladih zivotinja jednokratna primena oba protokola
smanjuje (p<0,05), dok visekratna stimulacija istim protokolima kod adulta povecava
ekspresiju GFAP u odnosu na placebo grupe. Kod mladih Zivotinja visekratno tretiranih iTBS,
u hipokampusu se registruje manja ekspresija GFAP u odnosu na jednokratno tretirane
pacove (p<0,05). Suprotno, u hipokampusu adulta visekratno stimulisanih istim protokolom
belezi se veca ekspresija GFAP u poredenju sa jednokratnom stimulacijom (p<0,001).
Poredenjem efekata mladih u odnosu na adulte, jednokratna primena iTBS povecava
ekspresiju GFAP proteina u ovoj mozdanoj strukturi (p<0,05), a viSekratna je smanjuje
(p<0,01).

Jednokratna primena oba TBS protokola u malom mozgu (slika V 1.5.d) mladih
zivotinja smanjuje ekspresiju GFAP u odnosu na placebo grupu (oba p<0,01). Kod adulta, i
jednokratna i viSekratna primena iTBS povecavaju ekspresiju GFAP u poredenju sa
kontrolnom grupom. Kod mladih Zivotinja, viSekratna primena oba TBS protokola smanjuje
ekspresiju GFAP (iTBS p<0,01; kTBS p<0,001) u odnosu na jednokratno tretirane zivotinje.
Kod adulta se ovakav efekat (smanjena ekspresija GFAP nakon visekratne aplikacije u

odnosu na jednokratnu), registruje kod primene iTBS (p<0,001). Poredenjem efekata
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visekratne stimulacije kod mladih u odnosu na adultne zivotinje, registruje se znacajno manja
ekspresija GFAP kod mladih pacova (oba p<0,001). Takode, smanjenje ekspresije GFAP
belezi se kod mladih koji su jednokratno tretirani ITBSom u odnosu na adultne Zivotinje
(p<0,001).
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Slika V 1.5. Ekspresija glijalnog fibrilarnog kiselog proteina (GFAP) u a) motornoj Kori,
b) strijatumu, ¢) hipokampusu i d) malom mozgu mladih i adultnih Wistar pacova u placebo
grupi i nakon intermitentne i kontinuirane stimulacije teta praskovima (iTBS, KTBS).

Rezultati su izrazeni kao srednja vrednost srednje vrednosti sive skale + SD. Simboli oznacavaju
statisticki znacajnu razliku stimulisanih Zivotinja u odnosu na placebo pacove (*), viSekratno stimulisane u
odnosu na jednokratno stimulisane mlade Zivotinje (%), viSekratno stimulisane u odnosu na jednokratno
stimulisane adultne Zivotinje (°), jednokratno stimulisane mlade u poredenju sa jednokratno stimulisanim
adultnim Zivotinjama () i viSekratno stimulisane mlade u poredenju sa viSekratno stimulisanim adultnim

Zivotinjama ().(*,",°,", p<0,05; ** " p<0,01; *** *** % = "' nc() 001)
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1.6. Korelativna analiza imunohistohemijskih parametara u selektivno osetljivim
strukturama mozga pacova nakon primene iTBS/ KTBS

Tabela 1. Korelacija izmedu imunohistohemijskih parametara u mozgu pacova nakon
TBS protokola

protokol | Parovi varijabli R p
Ja/GLAST/MK vs. Ja/GFAP/MK 0.980 0,020*
Ja/vGIuT-1/MK vs. Im/vGIuT-1/MK 0.989 0,011*
Ja/GFAP/H vs. Va/GFAP/H -0.689 0,040*

A Va/vGIuT-1/MM vs. Va/vGIuT-1/S 0.985 0,040*
= Va/GLT-1/S vs. Va/GLT-1/MK -1.000 0,011*
Va/GFAP/MM vs. Va/GFAP/S 0.758 0,004**
Va/GFAP/MM vs. Va/GFAP/H 0.794 0,002**
Va/GLAST/MK vs. Vm/GLAST/MK 0.998 0,042*
Ja/vGIuT-1/MK vs. Ja/vGIuT-1/S 0.903 0,036*
Ja/BDNF/H vs. Ja/BDNF/S 0.880 0,017*
Ja/GFAP/MM vs. Ja/vGIuT-1/MM -0.948 0,014*
Ja/GFAP/MK vs. Ja/GLT-1/MK 0.955 0,003**
JM/GLT-1/MM vs. JIn/GLT-1/H -0.995 0,001***
a JM/GFAP/MM vs. Jm/GFAP/S 0.663 0,025*
2 Va/GLT-1/MM vs. Va/GLT-1/H -0.985 0,036*
Va/GFAP/MK vs. Va/GLT-1/MK -0.998 0,038*
Va/GLAST/MK vs. Va/GFAP/MK -0.999 0,029*
Vm/iGIuT-1/MK vs. Im/vGIuT-1/MK -0.967 0,033*
Vm/GFAP/S vs. Vm/GFAP/MK -0.624 0,040*
Vm/GFAP/H vs. Vm/GFAP/S -0.826 0,002**

Jm/Vm- jednokratni/ viSekratni tretman kod mladih Zzivotinja; Ja/Va- jednokratni/ viSekratni tretman
kod adultnih zivotinja; vGluT-1-vezikularni glutamatni transporter 1; GLAST-transporter ekscitatornin amino-
kiselina 1; GLT-1-transporter ekscitatornih amino-kiselina 2; GFAP-glijalni fibrilarni kiseli protein; BDNF-
neurotrofiéni faktor mozdanog porekla; MK- motorna kora; S- strijatum; H- hipokampus; MM- mali mozak;
iTBS- intermitentna stimulacija teta praskovima; kTBS- kontinuirana stimulacija teta praskovima; R- Spearman-
ov korelacioni koeficijent; statisticka znacajnost je odredena za p<0,05

53




V 2. Efekat iTBS i KTBS na promene ispitivanih biohemijskih parametara
u moZdanim strukturama Wistar pacova

2.1. Efekat iTBS i KTBS na koncentraciju TBARS u mozdanim strukturama Wistar
pacova

Koncentracija TBARS u mozZdanim regionima kod placebo i eksperimentalnih (iTBS,
kTBS) grupa predstavljena je za motornu koru na slici V 2.1.a, strijatum na slici V 2.1.b,

hipokampus na slici V 2.1.c i mali mozak na slici V 2.1.d.

U motornoj kori (slika V 2.1.a) belezi se smanjenje koncentracije TBARS u grupi
mladih Zivotinja jednokratno tretiranih sa oba protokola u poredenju sa placebo grupom
(p<0,05). Kod mladih Zzivotinja nakon visekratne primene kTBS, registruje se veca
koncentracija TBARS u poredenju sa jednokratnom primenom KTBS (p<0,05). Poredenjem
mladih u odnosu na adulte, nakon pojedina¢ne primene oba protokola (iTBS, KTBS), kao i
nakon visekratne kTBS, registruje se manja koncentracija TBARS kod mladih Zivotinja
(p<0,05).

U strijatumu (slika V 2.1.b) primena oba protokola u grupama jednokratno i
viSekratno tretiranih mladih Zivotinja, kao 1 jednokratno tretiranih adulta dovodi do smanjenja
koncentracije TBARS u poredenju sa placebo grupama. Nakon visekratne stimulacije kTBS
kod mladih zivotinja dolazi do povecanja TBARS u odnosu na jednokratno tretiranu grupu
(p<0,001). Takode, nakon jednokratne primene oba protokola (iTBS, kTBS) manja je
koncentracija TBARS kod mladih u odnosu na adultne Zivotinje (p<0,001).

Jednokratna i viSekratna stimulacija iTBS i KTBS u hipokampusu mladih pacova, kao i
jednokratna stimulacija adulta (iTBS, KTBS) snizava koncentraciju TBARS u poredenju sa
placebo grupama (slika V 2.1.c). Kod mladih Zivotinja, koncentracija TBARS je vec¢a nakon
visekratne primene oba protokola u odnosu na jednokratno tretirane grupe. Jednokratnom
primenom oba protokola kod mladih zivotinja u odnosu adulte indukovano je smanjenje
koncentracije TBARS (oba p<0,001).

U malom mozgu mladih Zivotinja jednokratna i viSekratna oba protokola stimulacije
smanjuje koncentraciju TBARS u poredenju sa placebo grupama (slika V 2.1.d). TBARS su
snizeni kod mladih Zivotinja nakon jednokratne primene oba protokola u odnosu na
jednokratnu stimulaciju u grupi adultnih zivotinja (oba p<0,01). Visekratna kTBS smanjuje

(p<0,05) koncentraciju TBARS u regionu malog mozga mladih pacova u odnosu na adulte.
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Slika V 2.1. Koncentracija tiobarbiturna kiselina- reagujué¢ih supstanci (TBARS) u a)
motornoj kori, b) strijatumu, ¢) hipokampusu i d) malom mozgu mladih i adultnih Wistar
pacova u placebo grupi i nakon intermitentne i kontinuirane stimulacije teta praskovima (iTBS,

KTBS).

Vrednosti su izrazene u nM/mg prot. kao srednja vrednost + SD. Simboli oznacavaju statisticki
znacajnu razliku stimulisanih Zivotinja u odnosu na placebo pacove (*), visekratno stimulisane u odnosu na
jednokratno stimulisane mlade Zivotinje (°), jednokratno stimulisane mlade u poredenju sa jednokratno
stimulisanim adultnim Zivotinjama (°) i vi$ekratno stimulisane mlade u poredenju sa visekratno stimulisanim

adultnim Zivotinjama (*).(*,*,", p<0,05; ** ** “p<0,01; *** *** *"p<0,001)
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2.2. Efekat iTBS i KTBS na proizvodnju O, u mozdanim strukturama Wistar pacova

Proizvodnja O,” u moZzdanim regionima kod placebo i eksperimentalnih (iTBS, kTBS)
grupa predstavljena je za motornu koru na slici V 2.2.a, strijatum na slici V 2.2.b,

hipokampus na slici V 2.2.c i mali mozak na slici V 2.2.d.

U motornoj kori (slika VV 2.2 a) smanjuje se koncentracije O,” u grupi adultnih
zivotinja jednokratno tretiranih iTBS protokolom u poredenju sa placebo grupom (p<0,01).
Visekratna primena iTBS dovodi do manje produkcije O, u poredenju sa jednokratnom
stimulacijom kod mladih zivotinja (p<0,05). Suprotno ovome, visekratna primena istog
protokola kod adulta dovodi do veéeg stvaranja superoksida u odnosu na jednokratnu
primenu iTBS (p<0,05). Poredenjem mladih i adultnih Zivotinja koje su tretirane jednokratno
iTBSom nalazi se veée stvaranje O,  kod mladih Zivotinja (p<0,01), dok je stvaranje

superoksida izrazenije kod visekratno tretiranih adulta u odnosu na mlade Zivotinje (p<0,05).

U strijatumu (slika V 2.2.b) visekratno tretiranih adultnih Zivotinja kTBS protokolom
registruje se smanjenje proizvodnje O," u poredenju sa placebo grupom (p<0,05). Nakon
viSekratne stimulacije kTBS kod mladih nalazi se veéa produkcija O,” u odnosu na
jednokratno tretiranu grupu (p<0,05), dok je u grupi adulta visekratno stimulisanih istim
protokolom zabelezena manja produkcija u odnosu na jednokratno tretiranu grupu (p<0,01).
Jednokratna primena iTBS kod mladih Zivotinja dovodi do manjeg stvaranja O, u poredenju
sa adultima (p<0,01). Kod mladih u odnosu na adultne Zivotinje viSekratni tretman iTBS

smanjuje (p<0,001), dok KTBS povecava stvaranje O, (p<0,01).

Visekratna KTBS kod adultnih pacova dovodi do smanjena O, produkcije u
hipokampusu u poredenju sa jednokratno tretiranom grupom (slika V 2.2.c). Kod jednokratno
tretiranih mladih kTBSom u odnosu na adulte, nalazi se manje stvaranje O, (p<0,05).

U malom mozgu produkcija O,” kod viSekratno tretiranih mladih Zivotinja kTBS
protokolom povecana je u poredenju sa jednokratno tretiranom grupom (p<0,05). Nakon
jednokratne kTBS kod mladih Zivotinja manja je proizvodnja O," u odnosu na jednokratno
tretirane adulte (p<0,01), kao i nakon visekratne iTBS kod mladih u poredenju sa adultnim

pacovima (slika V 2.2.d).
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Slika V 2.2. Stvaranje superoksidnog anjona (O,") u a) motornoj kori, b) strijatumu, c)
hipokampusu i d) malom mozgu mladih i adultnih Wistar pacova u placebo grupi i nakon
intermitentne i kontinuirane stimulacije teta praskovima (iTBS, kTBS).

Vrednosti su izrazene u nM NBT/min/mg prot. kao srednja vrednost £ SD. Simboli oznacavaju
statisticki znacajnu razliku stimulisanih Zivotinja u odnosu na placebo pacove (*), viSekratno stimulisane u
odnosu na jednokratno stimulisane mlade Zivotinje (°), Visekratno stimulisane u odnosu na jednokratno
stimulisane adultne Zivotinje (°), jednokratno stimulisane mlade u poredenju sa jednokratno stimulisanim
adultnim zivotinjama (.) i viSekratno stimulisane mlade u poredenju sa viSekratno stimulisanim adultnim

Zivotinjama (). (*,',0,.,7p<0,05; **,°°,",”p<0,01;7"p<0,001)
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2.3. Efekat iTBS i KTBS na aktivnost ukupne SOD u mozdanim strukturama Wistar
pacova

Aktivnost SOD u mozdanim regionima kod placebo i eksperimentalnih (iTBS, KTBS)
grupa predstavljena je za motornu koru na slici V 2.3.a, strijatum na slici V 2.3.b,

hipokampus na slici V 2.3.c i mali mozak na slici V 2.3.d.

U motornoj kori (slika V 2.3.a) smanjuje se aktivnost SOD u grupi mladih Zivotinja

jednokratno tretiranih iTBS protokolom u poredenju sa placebo grupom (p<0,05).

U strijatumu (slika V 2.3.b) i hipokampusu (slika V 2.3.c) nisu zabeleZene promene u
aktivnosti SOD.

U malom mozgu (slika V 2.3.d) aktivnost SOD je sniZzena nakon jednokratne primene
oba protokola, kao i nakon viSekratne primene iTBS kod mladih Zivotinja u poredenju sa
placebo grupama. Visekratna iTBS kod mladih zivotinja snizava aktivnost SOD u odnosu na

visekratno stimulisane adulte (p<0,05).
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Slika V 2.3. Aktivnost ukupne superoksid dizmutaze (SOD) u a) motornoj kori, b)
strijatumu, ¢) hipokampusu i d) malom mozgu mladih i adultnih Wistar pacova u placebo grupi
i nakon intermitentne i kontinuirane stimulacije teta praskovima (iTBS, kTBS).

Vrednosti su izrazene u 1J/mg prot. kao srednja vrednost £ SD. Simboli oznacavaju statisticki znacajnu
razliku stimulisanih Zivotinja u odnosu na placebo pacove (*) i viSekratno stimulisane mlade u poredenju sa
viSekratno stimulisanim adultnim Zivotinjama ().(*, p<0,05; **p<0,01)
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2.4. Efekat iTBS i KTBS na sadrzaj SH u mozdanim strukturama Wistar pacova

Koncentracija SH u mozdanim regionima kod placebo i eksperimentalnih (iTBS,
KTBS) grupa je predstavljena za motornu koru na slici V 2.4.a, strijatum na slici V 2.4.b,

hipokampus na slici V 2.4.c i mali mozak na slici V 2.4.d.

U motornoj kori (slika V 2.4.a) belezi se povecanje koncentracije SH nakon
jednokratne primene oba protokola u grupama mladih Zivotinja u poredenju sa placebo
grupom. Visekratna primena iTBS dovodi do smanjenja koli¢ine SH u poredenju sa
jednokratnom primenom kod mladih zivotinja (p<0,001). Nakon protokola iTBS primenjenog

jednokratno kod mladih zivotinja nalazi se ve¢i SH u poredenju sa adultima (p<0,001).

U strijatumu (slika V 2.4.b) mladih Zivotinja nakon jednokratne primene iTBS belezi
se znaCajno povecanje SH u poredenju sa placebo grupom (p<0,001). U grupi mladih
zivotinja viSekratna iTBS smanjuje (p<0,05), dok KTBS protokol povecava (p<0,01)
koncentraciju SH u poredenju sa placebo grupom. Jednokratni protokol iTBS kod adulta
smanjuje SH u poredenju sa placebo grupom (p<0,01). Nakon visekratne primene iTBS kod
mladih Zivotinja dolazi do znatnog smanjenja koncentracije SH u poredenju sa jednokratnom
primenom istog protokola (p<0,001). Jednokratna primena protokola iTBS povecava
(p<0,001), dok visekratna primena istog protokola snizava SH (p<0,05) kod mladih u odnosu

na adultne Zivotinje.

Jednokratna stimulacija iTBS i kTBS u hipokampusu mladih pacova povecava
koncentraciju SH u poredenju sa placebo grupom (slika V 2.4.c). Koncentracija SH je niza
(p<0,001) nakon visekratne primene oba protokola kod mladih u odnosu na jednokratno
tretirane Zivotinje. Nakon viSekratne primene kTBS u adulta registruje se niza koncentracija
SH u hipokampusu, u poredenju sa jednokratno tretiranim Zzivotinjama (p<0,01). U grupi
jednokratno tretiranih mladih Zivotinja iTBS protokolom beleZzi se znacajno povecanje

(p<0,001) koncentracije SH odnosu na adulte.

U malom mozgu mladih zivotinja oba protokola nakon jednokratne stimulacije
povecavaju koncentraciju SH (slika V 2.4.d) u poredenju sa placebo grupom. Koncentracija
SH je i kod mladih i kod adultnih Zivotinja nakon visekratne primene oba protokola (iTBS,
kTBS) manja u odnosu na jednokratno stimulisane grupe. U malom mozgu adultnih pacova

jednokratna stimulacija iTBS i KTBS povecava koncentraciju SH u poredenju sa viSekratno
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tretiranim zivotinjama (oba p<0,05). Nakon jednokratne iTBS, nalazi se veca koncentracija

SH u regionu malog mozga mladih pacova u odnosu na adultne Zivotinje (p<0,001).
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Slika V 2.4. Sadrzaj ukupnih sulfhidrilnih grupa (SH) u a) motornoj kori, b) strijatumu,
¢) hipokampusu i d) malom mozgu mladih i adultnih Wistar pacova u placebo grupi i nakon
intermitentne i kontinuirane stimulacije teta praskovima (iTBS, kTBS).

Vrednosti su izraZzene u pM/mg prot. kao srednja vrednost = SD. Simboli oznacavaju statisticki
znacajnu razliku stimulisanih Zivotinja u odnosu na placebo pacove (*), visekratno stimulisane u odnosu na
jednokratno stimulisane mlade Zivotinje (), visekratno stimulisane u odnosu na jednokratno stimulisane adultne

zivotinje (°), jednokratno stimulisane mlade u poredenju sa jednokratno stimulisanim adultnim Zivotinjama (') i
videkratno stimulisane mlade u poredenju sa visekratno stimulisanim adultnim Zivotinjama ().(*,°, p<0,05;

% 00<0,01; *** **

p<0,001)
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2.5. Efekat iTBS i KTBS na koncentracija GSH u mozdanim strukturama Wistar
pacova

Rezultati promene koncentracija GSH u mozdanim regionima kod placebo i
eksperimentalnih (iTBS, kTBS) grupa su predstavljeni za motornu koru na slici V 2.5.3,

strijatum na slici V' 2.5b, hipokampus na slici V 2.5¢ i mali mozak na slici V 2.5d.

U motornoj kori (slika V 2.5.a) mladih zivotinja beleZi se povecanje koncentracije
GSH nakon jednokratne kKTBS u poredenju sa placebo grupom (p<0,05), dok se nakon
visekratne primene KTBS smanjuje GSH u odnosu na jednokratnu stimulaciju (p<0,05).

U strijatumu (slika V 2.5.b) adultnih Zivotinja nakon viSekratne primene oba TBS
protokola uocava se znacajno nizi GSH u poredenju sa placebo grupom. U grupi adultnih
zivotinja visekratno tretiranih kTBS belezi se manja koncentracija GSH u poredenju sa
jednokratno tretiranom grupom (p<0,05). Nakon jednokratne iTBS kod mladih Zivotinja
registrovana je manja koncentracija GSH u strijatumu, u poredenju sa jednokratno

stimulisanim adultima (p<0,05).

Visekratna stimulacija iTBS i KTBS u hipokampusu (slika V 2.5.c) mladih i adultnih
pacova snizava koncentraciju GSH, dok jednokratna kTBS u grupi adulta povecava ovaj
tripeptid u poredenju sa placebo grupom (p<0,05). Nakon viSekratne iTBS kod mladih, kao i
nakon aplikacije oba protokola (iTBS, kTBS) kod adultnih pacova registruje se nizi GSH u
poredenju sa jednokratnim tretmanom. Poredenjem jednokratno tretiranih mladih Zivotinja i
adulta kTBSom, u hipokampusu se belezi manja koncentracija GSH u odnosu na adulte
(p<0,05).

U malom mozgu (slika V 2.5.d) adultnih Zivotinja, oba protokola visekratne
stimulacije snizavaju koncentraciju GSH u poredenju sa jednokratno tretiranim grupama.
Koncentracija GSH kod mladih Zivotinja nakon jednokratne i1 viSekratne primene oba
protokola (iTBS, KTBS) je smanjena u odnosu na jednokratno, odnosno visekratno stimulisane

adultne grupe.
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Slika V 2.5. Koncentracija redukovanog glutationa (GSH) u a) motornoj kori, b)
strijatumu, c¢) hipokampusu i d) malom mozgu mladih i adultnih Wistar pacova u placebo grupi
i nakon intermitentne i kontinuirane stimulacije teta praskovima (iTBS, kTBS).

Vrednosti su izrazene u nM/mg prot. kao srednja vrednost + SD. Simboli oznacavaju statisticki
znacajnu razliku stimulisanih Zivotinja u odnosu na placebo pacove (*), visekratno stimulisane u odnosu na

jednokratno stimulisane mlade Zivotinje (), viSekratno stimulisane u odnosu na jednokratno stimulisane adultne

zivotinje (°), jednokratno stimulisane mlade u poredenju sa jednokratno stimulisanim adultnim Zivotinjama () i

visekratno stimulisane mlade u poredenju sa visekratno stimulisanim adultnim Zivotinjama (7).(*,',0,.,7p<0,05;
**’00,"p<0,01; -k-k-kp<0,001)
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2.6. Efekat iTBS i KTBS na aktivnost GR u mozdanim strukturama Wistar pacova

Rezultati aktivnosti GR u mozdanim regionima kod placebo i eksperimentalnih (iTBS,
KTBS) grupa su predstavljeni za motornu koru na slici V 2.6.a, strijatum na slici V 2.6.b,

hipokampus na slici V 2.6.c i mali mozak na slici V 2.6.d.

U motornoj kori (slika V 2.6.a) je registrovano smanjenje aktivnosti GR u grupi

mladih zivotinja jednokratno stimulisanih iTBS u poredenju sa placebo grupom (p<0,05).

U strijatumu (slika V 2.6.b) nakon visekratne stimulacije kTBSom kod adultnih
zivotinja dolazi do smanjenja aktivnosti GR u odnosu na placebo grupu (p<0,05). Smanjenje
aktivnosti enzima registrovano je nakon visekratne u odnosu na jednokratnu iTBS kod mladih
(p<0,01), odnosno kTBS kod adultnih Zzivotinja (p<0,05). Nakon jednokratne KTBS kod
mladih zivotinja registruje se ve¢a GR u poredenju sa adultima (p<0,05). Visekratna primena
iITBS protokola izaziva manju aktivnost GR kod mladih u odnosu na adulte, dok se primenom
KTBS belezi veca aktivnost GR kod mladih u odnosu na adulte (p<0,01).

U poredenju sa placebo grupom, jednokratnom iTBS i KTBS u hipokampusu (slika V
2.6.c) mladih pacova nastaje smanjena aktivnost GR (oba p<0,01), §to je identi¢an nalaz
nakon viSekratne kTBS kod adulta (p<0,05). Aktivnost enzima je smanjena nakon viSekratne
iITBS u odnosu na jednokratnu iTBS kod mladih Zivotinja (p<0,01). Nakon visekratne iTBS

belezi se manja aktivnost GR kod mladih u poredenju sa adultnim Zivotinjama (p<0,01).

U odnosu na placebo grupu, u malom mozgu (slika V 2.6.d) mladih zivotinja, oba
protokola jednokratne i viSekratne TBS smanjuju aktivnost GR. Ovo je nalaz i nakon
visekratne primene kTBS kod adulta (p<0,001). Aktivnost GR je sniZzena nakon viSekratne u
odnosu na jednokratnu iTBS u grupi mladih zivotinja (p<0,05), kao i kod visekratne u odnosu
na jednokratnu kKTBS u grupi adultnih Zivotinja (p<0,01). Visekratna iTBS smanjuje (p<0,01),
dok kTBS povecéava (p<0,001) aktivnost GR u regionu malog mozga mladih pacova u odnosu
na adulte.
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Slika V 2.6. Aktivnost glutation redukataze (GR) u a) motornoj kori, b) strijatumu, ¢)
hipokampusu i d) malom mozgu mladih i adultnih Wistar pacova u placebo grupi i nakon
intermitentne i kontinuirane stimulacije teta praskovima (iTBS, kTBS).

Vrednosti su izrazene u 1J/mg prot. kao srednja vrednost + SD. Simboli oznacavaju statisticki znacajnu
razliku stimulisanih Zivotinja u odnosu na placebo pacove (*), visekratno stimulisane u odnosu na jednokratno
stimulisane mlade Zivotinje (*), viSekratno stimulisane u odnosu na jednokratno stimulisane adultne Zivotinje

(°), jednokratno stimulisane mlade u poredenju sa jednokratno stimulisanim adultnim Zivotinjama (.) i
viSekratno stimulisane mlade u poredenju sa visekratno stimulisanim adultnim Zivotinjama (7).(*,',0,.p<0,05;
*k 00 90 p<0,01; *** " p<0,001)



2.7. Efekat iTBS i KTBS na aktivnost GST u mozdanim strukturama Wistar pacova

Rezultati aktivnosti GST u mozdanim regionima kod placebo i eksperimentalnih
(iTBS, KTBS) grupa su predstavljeni za motornu koru na slici V 2.7.a, strijatum na slici V

2.7.b, hipokampus na slici V 2.7.c i mali mozak na slici V 2.7.d.

U poredenju sa placebo grupama, u motornoj kori (slika V 2.7.a) je registrovano
smanjenje aktivnosti GST u grupi mladih zivotinja jednokratno stimulisanih iTBS (p<0,05),
dok se znacajno povecanje aktivnosti belezi nakon visekratnog kTBS u grupama mladih i
adultnih zivotinja (oba p<0,001). Visestruko povecanje aktivnosti GST je registrovano nakon
viSekratne kTBS u grupi mladih, kao i nakon visekratne primene oba protokola u adultnim
grupama i u poredenju sa jednokratno tretiranim zivotinjama. Kod mladih zivotinja
viSekratna primena iTBS dovodi do opadanja aktivnosti GST, dok viSekratna kTBS povecava

aktivnost enzima u poredenju sa viSekratno tretiranim adultima.

U strijatumu mladih i adultnih zivotinja (slika V' 2.7.b), nakon jednokratne stimulacije
oba protokola (iTBS, KTBS) dolazi do smanjenja aktivnosti GST, dok je viSekratna primena
KTBS kod mladih i adulta dovela do povecanja aktivnosti enzima u odnosu na odgovarajuce
placebo grupe. Smanjenje aktivnosti enzima registrovano je nakon visekratne u odnosu na
jednokratnu iTBS kod mladih (p<0,05), dok je nakon visekratne KTBS kod mladih i adultnih
zivotinja doSlo do povecanja aktivnosti u poredenju sa jednokratno tretiranim grupama.
Nakon visekratne iTBS, u strijatumu mladih Zivotinja nalazi se manja aktivnost GST u

poredenju sa adultima (p<0,01).

U odnosu na placebo grupe, jednokratna stimulacija iTBSom kod mladih pacova
smanjuje GST u hipokampusu (slika V 2.7.¢), Sto se nalazi i nakon primene oba jednokratna
TBS protokola u grupi adulta. Obrnuto, viSekratna primena kTBS kod mladih i primena iTBS
kod adulta poveéavaju aktivnost GST u hipokampusu u poredenju sa placebo grupama.
Aktivnost enzima je smanjena nakon visekratne u odnosu na jednokratnu iTBS kod mladih
zivotinja (p<0,05), a povecana kod adultnih pacova (p<0,05). Poredenjem promena kod
mladih u odnosu na adulte nakon jednokratne kTBS nalazi se veca aktivnost GST u
hipokampusu mladih zivotinja (p<0,01), dok visekratna iTBS smanjuje njenu aktivnost u

grupi mladih Zivotinja u odnosu na adulte (p<0,01).

U poredenju sa placebo grupom, nakon jednokratne primene oba protokola (iTBS,

KTBS) u regionu malog mozga mladih Zivotinja (slika V 2.7.d) belezi se smanjena aktivnost
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GST, a smanjenje se nalazi i kod visekratnog tretmana iTBSom (p<0,05). Suprotno,
visekratna primena kTBS kod mladih Zivotinja znacajno poveéava aktivnost GST u odnosu na
placebo grupu (p<0,001). U grupi adulta, nakon primene jednokratne iTBS belezi se
smanjenje aktivnosti GST (p<0,01), dok visekratna primena kTBS dovodi do vece aktivnosti
enzima u poredenju sa placebo grupom (p<0,001). Visekratna KTBS kod mladih i visekratna
stimulacija sa oba protokola TBS kod adultnih zivotinja dovodi do povecanja aktivnosti GST
u poredenju sa jednokratno tretiranim grupama pacova. Porede¢i mlade i1 adultne viSekratno
tretirane zivotinje, nalazi se da iTBS smanjuje (p<0,01), dok kTBS povecava aktivnost GST
(p<0,001).
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Slika V 2.7. Aktivnost glutation transferaze (GST) u a) motornoj kori, b) strijatumu, c)
hipokampusu i d) malom mozgu mladih i adultnih Wistar pacova u placebo grupi i nakon
intermitentne i kontinuirane stimulacije teta praskovima (iTBS, kTBS).

Vrednosti su izrazene u 1J/mg prot. kao srednja vrednost + SD. Simboli oznacavaju statisticki znacajnu
razliku stimulisanih zivotinja u odnosu na placebo pacove (*), viSekratno stimulisane u odnosu na jednokratno
stimulisane mlade Zivotinje (*),viSekratno stimulisane u odnosu na jednokratno stimulisane adultne Zivotinje (°),
jednokratno stimulisane mlade u poredenju sa jednokratno stimulisanim adultnim Zivotinjama () i viSekratno
stimulisane mlade u poredenju sa visekratno stimulisanim adultnim Zivotinjama ().(*,"°, p<0,05;
**’00,--’”p<0,01; ***,'°"”7p<0’001)
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2.8. Korelativna analiza izmedu biohemijskih parametara u selektivno osetljivim
strukturama mozga pacova nakon primene iTBS/ KTBS

Tabela 2. Korelacija izmedu biohemijskih parametara u mozgu pacova nakon TBS

protokola

protokol Parovi varijabli R p
* Jm/SOD/S vs. Ja/SOD/S -0.861 0,033*
0 Va/SH/H vs. Va/SH/MM 0.975 0,017*
- Va/GSHI/S vs. Va/GST/S 0.886 0,033*

Ja/GST/MK vs. JIm/GST/MK 0.886 0,033*
Ja/GST/S vs. Jm/GST/S -0.899 0,033*
Jm/0,"/S vs. Jm/O;" IMK -0.943 0,017*
0 Jm/SOD/MK vs. Ja/SOD/MK 0.928 0,017*
M JM/GSH/MK vs. Jm/GST/MK 0.829 0,033*
~ Va/O," /MK vs. Va/O," /H 0.886 0,033*
Vm/SOD/H vs. Vm/SOD/MK 0.956 0,017*
Vm/SOD/H vs. Jm/SOD/H -0.939 0,017*
Va/SH/MK vs. Vm/SH/MK 1.000 0,017*

Jm/Vm- jednokratni/ viSekratni tretman kod mladih Zivotinja; Ja/Va- jednokratni/ viSekratni tretman
kod adultnih Zivotinja; O, - superoksidni anjon; SOD- superosid dizmutaza; SH- ukupne sulfhidrilne grupe
grupe; GSH- redukovani glutation; GST- glutation-S-transferaza; MK- motorna kora; S- strijatum; H-
hipokampus; MM- mali mozak; iTBS- intermitentna stimulacija teta praskovima; KTBS- kontinuirana stimulacija
teta praskovima; R- Spearman-ov korelacioni koeficijent; statistiCka zna¢ajnost je odredena za p<0,05
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VI DISKUSIJA

Uticaj TMS na povecano oslobadanje Glu 1 pokretanje niza aktivnosti ¢ija je uloga
njegovo uklanjanje iz sinapticke pukotine, metabolicka izmena same amino-kiseline i
aktiviranje procesa sinapticke plasticnosti kao posledice modulacije glutamatergicke
transmisije je potvrden u istrazivanjima (Hoogendam i sar., 2010; Huang i sar., 2007; Pell i
sar., 2011; Yue i sar., 2009).

Astrociti imaju brojne funkcije u CNS, izmedu ostalih u regulaciji homeostaze
neurotransmitera, energetskom metabolizmu, antioksidativnoj zastiti i anti-inflamatornom
odgovoru. Pored toga, astrociti su kljuéne celije u glutamatergi¢koj transmisionoj
homeostazi. Oni preuzimaju glutamat preko visoko-afinitetnih glutamatnih transportera GLT-
1 i GLAST. Astrociti nisu sposobni samo da preuzmu glutamat, ve¢ takode i da ga oslobode
na ne-vezikularan nacin preko cistin-glutamatnog antiportera (sistem X.), ¢ime on aktivira
ekstrasinapticke receptore i menja sinapticku aktivnost (Souza, 2015) . S obzirom da astrociti
imaju glavnu ulogu u preuzimanju i metabolizmu Glu, regeneraciji nervnog sistema i da
aktivno ucestvuju u recipro¢noj komunikaciji sa neuronima putem morfolosko-funkcionalne
celine nazvane tripartitna sinapsa, smatra se da su oni klju¢ni posrednici u promenama koje

izaziva TMS (Cullen i Young, 2016).

Prekursor astrocita je radijalna glija koja je ukljucena u migraciju neurona u toku
embrionskog razvoja mozga. Glija celije obezbeduju neuronima neurotroficke signale
neophodne za prezivljavanje, proliferaciju i diferencijaciju. Sinteza GFAPa je vazan element
u razvojnom programu diferencijacije astrocita. Strukturno podrzavanje astrocitnih procesa
preko GFAP-a je kritino u interakcijama neurona sa glijom, kao i za proces morfogeneze
CNS-a. Neuroni mogu uticati na promotorski region GFAP gena i indukovati program
astrocitne diferencijacije. Modulacija intermedijernih filamenata kao Sto je GFAP u
astrocitima preko faktora rasta moze uticati na cCelijsku diferencijaciju, kao 1 interakciju

izmedu c¢elija u toku razvoja CNS-a (Gomes i sar., 1999).

Morfologija i heterogenost astrocita opisana je kod glodara razli¢itog stepena starosti
u toku razvojnog perioda na osnovu prisustva GFAP (Matthew A Olude 2015). Heterogenost
astrocita kod mladih i adultnih Zivotinja pokazuje prisustvo vise razlicitih podtipova Koji
ukljucuju fibrozne astrocite, ve¢inom prisutne u corpus calosumu i mozdanom stablu,

protoplazmati¢ne astrocite u korteksu i dentatnom girusu, radijalnu gliju detektovanu u
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olfaktornom bulbusu i subventrikularnoj zoni, gusto zbijene astrocite uglavnom prisutne u
cerebelumu i hipokampusu, marginalne astrocite u blizini pia mater, Bergmanovu gliju u
molekularnom sloju cerebeluma, i konac¢no, perivaskularne i periventrikularne astrocite u
korteksu i tre¢oj mozdanoj komori. U radu je potvrdena razli¢ita regionalna heterogenost u
pogledu tipa celija astrocita. Fibrozni astrociti su detektovani uglavnom na hipokampalnim
presecima, protoplazmati¢ni oblici predominantno u motornoj kori, dok su gusto zbijene
forme astrocita opisane oko populacije granularnih neurona u cerebelumu i hipokampusu.
Bergmanova glija se karakteristicno imunohistohemijski boji u molekularnom sloju
cerebeluma, dok su perivaskularni i periventrikularni astrociti identifikovani u regionu
korteksa. Dobijeni rezultati rada potvrduju heterogenost morfologije astrocita u mozgu
Wistar pacova (slika VI 2). Detektovano histohemijsko obelezavanje astrocita u svim
selektivno osetljivim mozdanim strukturama pokazalo je smanjeni intenzitet kod mladih
zivotinja (slika V 1.5) sto nije u skladu sa prethodnim studijama i ukazuje da obe vrste TBS

stimulacije menjaju GFAP ekspresiju u odnosu na adultne zivotinje (Gomes i sar., 1999).

Mozdano tkivo je zbog specificnosti funkcija i velikih zahteva za nutrijentima,
kiseonikom 1 posledi¢no visokog metabolickog obrta, izuzetno osetljivo na promene
unutrasnje sredine. Medutim, nisu sve strukture mozga podjednako osetljive na promene,
tako da moZemo govoriti o selektivnoj osetljivosti pojedinth mozdanih regiona kao Sto su
treci sloj kore velikog mozga, CAL i CA3 sektor hipokampusa, strijatum i stratum purkinjese
cerebeluma. Pretpostavlja se da je u osnovi selektivne osetljivosti mozga visoka koncentracija
dopamina i velika ekspresija NMDA receptora. Kada su pojedine strukture mozga u stanju
energetskog deficita i fizioloske koncentracije Glu mogu ispoljiti ekscitotoksi¢no dejstvo
(Cederberg i sar., 2014).

Osnovna paradigma je da iTBS dovodi do povecanja ekscitabilnosti, a da kTBS
izaziva inhibitorne efekte u CNS-u. Do ovih podataka se doslo merenjem MEP-a nakon
stimulacije motorne kore u zdravoj humanoj populaciji (Huang i sar., 2005). Medutim, daljim
ispitivanjima ta¢nog mehanizma, odnosno smera promena ekscitabilnosti (facilitacija ili
inhibicija) koje TBS izaziva Cesto se dobijaju oprecni rezultati. Pokazano je da neke
aktivnosti, kao §to su voljna kontrakcija odredenih misica, izvodenje kognitivnih zadataka ili
pak ponavljanje stimulacije sa razliitim periodima odmora izmedu dve aplikacije, moze
dovesti do dobijanja potpuno suprotnog ishoda promene ekscitabilnosti ili ¢ak izostajanja

efekata (Gamboa i sar., 2011; Hoogendam i sar., 2010). Jedan od mehanizama kojim TMS
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dovodi do ekscitacije odnosno inhibicile u CNS-u je promena nivoa oslobadanja

neurotransmitera (Yue i sar., 2009).

Razvoj mozga se ne zaustavlja sa rodenjem, ve¢ nastavlja u toku rasta i razvoja
jedinke. Sinapticko remodelovanje (Cruz i sar., 2003) i mijelinizacija (Paus i sar., 1999) su
najvazniji procesi u toku razvoja mozga. U tom smislu, starost zivotinja je jedna od kriti¢nih
promenljivih veli¢ina koja se u neuronaukama veoma Cesto previdi. U mnogim istrazivanjima
koriste se mlade Zivotinje, bez moguénosti da su prisutne razlike izmedu mladih i adultnih
jedinki, $to moze biti posebno opasno ukoliko se ispituju osobine ili bolesti koje se ne javljaju
kod odraslih. Stoga je odabir starosne grupe Zivotinja izuzetno vazan za dizajn i interpretaciju
rezultata neurobioloskih istrazivanja (Mc Cutcheon J.E., 2009). Istrazivanja na mladim
Zivotinjama ¢iji mozak nije u potpunosti razvijen pruzaju dragocene informacije. Medutim,
starost Zivotinja umnogome moze uticati na rezultate istrazivanja. Dodatno, takve mlade
zivotinje se ne smeju definisati kao adulti. Studije su pokazale da mozak nastavlja da se
razvija nakon puberteta, da se kvantitativne promene mogu deSavati postepeno ili veoma brzo
i da se mehanizmi koji leze u osnovi neurobioloskih procesa menjaju sa procesom sazrevanja.
Istrazivanja koja se sprovode na mladim Zivotinjama cesto se ne mogu ekstrapolirati na
odrasle jedinke. Dodatni veliki problem predstavlja i kontrola razvojnog stadijuma kod
glodara, tako da se u razli¢itim istrazivanjima adulti defininisu od P24-25 do P549 (P eng.
adolescent postnatal day) (Larson i sar., 2005), dok se definicija mladih Zivotinja kreé¢e od
P21-22 do P92 (Meredith i sar., 2003; Xu i sar., 2000). Promene ponasanja pacova kada iz
perioda puberteta prelaze u odraslu jedinku krece se oko 8 nedelje postnatalnog zivota (~P60)

(Spear, 2000).

McCutcheon i Marinelli (Mc Cutcheon J.E., 2009) su pokazali da se mlade Zivotinje
koriste u cak 75% eksperimentalnih istrazivanja. Moguée objasnjenje ove Cinjenice lezi u
¢elijskoj vizuelizaciji 1 identifikaciji u tkivu kod mladih zivotinja, primarno zbog sporijeg
napredovanja procesa mijelinizacije. Pokazano je da se mijelinizacija deSava u toku prve
postnatalne nedelje i kod glodara zavrSava kompletno tri nedelje nakon rodenja (Doretto i
sar., 2011). Ista studija pokazuje da u prvom postnatalnom danu (P1) ukljucenost
oligodendrocita u proizvodnji mijelina umnogome utice na uspostavljanje cerebelarnih
krugova. Takode je opisan poremecaj regulacije u ekspresiji molekula uklju¢enih u rast
aksona, uspostavljanje veza 1 sinapticku plasti¢nost. Ve¢ je pomenuto da se sinapticke

promene eksperimentalno ispoljavaju kao povecanje snage 1 funkcije sinapse kroz
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mehanizam dugotrajne potencijacije (LTP) ili kao proces smanjenja snage i funkcije, odnosno
proces dugotrajne depresije (LTD). Takode je potvrdeno da visokofrekventni protokoli rTMS
dovode do pojave fenomena sli¢nih LTP, dok niskofrekventni protokoli izazivaju fenomene
koji odgovaraju LTD (Pell i sar., 2011). Od posebnog interesa su i istrazivanja LTP u kojima
se koriste zivotinje razliite starosne dobi u periodu pre, u toku i nakon puberteta (Mc
Cutcheon J.E., 2009). U razli¢itom uzrastu, LTP ispoljava razli¢ite funkcije preko brojnih
mehanizama (Dumas, 2012). Yasuda i saradnici su 2003. godine pokazali da su promene u
LTP putu regulisane u prve cetiri postnatalne nedelje, Sto u sprovedenom istraZzivanju
odgovara pacovima iz grupe mladih zivotinja (Yasuda i sar., 2003). Druga grupa istrazivaca
(Meredith i sar., 2003) je takode pratila indukciju LTP u toku razvoja i pokazala da se
efikasnost presinapticke stimulacije sa pojedina¢nim postsinaptickim potencijalima u CA1l-
CA3 sinapsama postepeno smanjuje sa staroS¢u kod adulta. Starosno zavisne promene koje
su opisane u brojnim sistemima vazne su istraziva¢ima za identifikaciju razvojnog stadijuma

njihovih eksperimentalnih subjekata koji su neophodni za primenu rezultata na adultima.

Za istrazivanje koje je primenjeno na zdravim jedinkama Wistar pacova od znacaja su
posebno bili rezultati Arami i saradnika iz 2016. godine koji su pokazali da u toku
postnatalnog razvoja glutamatergicke sinapse sazrevaju i menjaju aktivnost AMPA i NMDA
receptora. U inicijalnim stadijumima razvoja, NMDA receptori predominiraju u nekim od
mozdanih sinapsi, a brzo umetanje AMPA receptora u ove sinapse doprinosi njihovom
sazrevanju (Watt i sar., 2000). Potvrdene su znacajne modifikacije glutamatergicke
neurotransmisije od rodenja do starije dobi. Od naroCitog je znacaja promena amplitude
ekscitacijskih postsinaptic¢kih struja nastalih aktivacijom NMDA i AMPA receptora i njihovim
odnosom, koji dostize svoj maksimum u drugoj postnatalnoj nedelji, a zatim opada do

adultnog doba (Zhang i sar., 2014).

Poznate su brojne izuzetne funkcije koje BDNF ispoljava u mozgu sisara, kao i
njegove uloge u razvoju neurona i glije, neuroprotekciji i modulaciji kratkotrajnih i

dugotrajnih sinaptickih interakcija vaznih u procesima pamcenja (Kowianski i sar., 2018).

Ve¢ su objaSnjeni procesi sinteze i maturacije BDNF koji ukljuc¢uju nekoliko razli¢itih
prekursorskih izoformi; najpre se formira BDNF protein u endoplazmati¢nom retikulumu kao
pre-pro-BDNF prekursorska forma (Foltran i Diaz, 2016), a nakon translokacije u Goldzi

kompleks, uklanja se signalna sekvenca pre-regiona i stvara prekursor proneurotrofna forma
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BDNF (pro-BDNF) koja sa sledecom modifikacijom prelazi u zrelu izoformu (mBDNF)
(slika VI 1).

1-Sinteza neobradenog
re proBDNF proteina

P
{}® Goldzijey 2-Sinteza proBDNF

kompleks

Regulatorni sekretorni
putew

Transport BDNF ka aksonu

A i dendritima
O Konstitutivni sekretorm.)\

3-Intracelularno cepanje put
a furinom ili PCA1 ':> Q O o

Dendrit

Plazmin

- © <<= 4-Ekstracelularno
S g‘«,: Afl { »?i;h {} cepanje sa MMP
proBDNF mBONF  mBDNFproBDNF i plazminom

ﬂ_‘f:m..
mBDNF

Slika VI 1. Shematska prezentacija sinteze i maturacije BDNF — modifikovano prema
(Luisar., 2005; Marosi i Mattson, 2014)

BDNF- neurotrofi¢ni faktor mozdanog porekla (eng. brain derived neurotrophic factor); PCA; protein
konvertaza 1 (eng. protein convertase 1); MMA-matriksne metalo-proteinaze (eng. matrix metalloproteinase)

Funkcija BDNF je usko povezana sa razvojem mozga, razliCitim celijskim
komponentama mozdanog tkiva, kao i molekulskim mehanizmima signalne transdukcije
aktiviranim u fizioloSkim ili patoloskim uslovima. Vaznost BDNF potvrdena je
novootkrivenim mehanizmima aktivacije signalnih puteva, neurogeneze i gliogeneze, kao i
sinapticke plasti¢nosti. Prisustvo BDNF je potvrdeno u skoro svim regionima mozga (Hofer i
sar., 1990). Njegove funkcije se razlikuju u zavisnosti od razvojnog stadijuma mozga, kao i
neuronskih, glijalnih 1 vaskularnih jedinica moZzdanog tkiva. U najvaznije funkcije BDNF
spadaju procesi razvoja, regulacija neuro-, glio- i sinaptogeneze, kao i kontrola kratkotrajnih i

dugotrajnih sinaptickih interakcija, Sto direktno uti¢e na mehanizme pamcenja i memorije
(Foltran i Diaz, 2016).
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VI 1. Dinamika promena kod jednokratno tretiranih Zivotinja

1.1.Tkivne promene kod jednokratno tretiranih zivotinja

Jednokratni protokol intermitentne i kontinuirane TBS izaziva promenu ekspresije
membranskih i vezikularnih transportera za glutamat u selektivno osetljivim strukturama
mozga (motornoj kori, strijatumu, hipokampusu i malom mozgu) mladih Zivotinja, kao i
adultnih pacova. Takode, rezultati istrazivanja pokazuju da jednokratna iTBS, kao i KTBS
menja ekspresiju BDNF u ispitivanim strukturama mozga mladih i adultnih Zivotinja. Na slici
VI 2. prikazane su sumarno tkivne promene u selektivno osetljivim mozdanim strukturama
nakon jedrokratne aplikacije iTBS/KTBS.

Sinapticka funkcija glutamata regulisana je na vise nivoa, od transporta u sinapticke
vezikule, preko oslobadanja u sinapticku pukotinu, do preuzimanja preko glija celija i
neurona. Vezikularni glutamatni transporter (vGIuT-1) je uklju¢en u presinaptic¢ki transport
glutamata iz citoplazme u sinapticke vezikule (Zink i sar., 2010). U istrazivanju je pokazano
da je primena KTBS protokola dovela do smanjenja ekspresije vGIluT-1 samo u regionu kore
prednjeg mozga u odnosu na placebo grupu kod adultnih zivotinja (slika V 1.1.a).
Preuzimanje glutamata iz sinapse omoguceno je transporterima ekscitatornih amino-kiselina
(EAAT). Preko 90% glutamata je preuzeto preko EAAT2 (GLT-1 kod glodara) ¢ija je
ekspresija predominantna u astrocitima (Fontana, 2015). Ovaj podatak je u skladu sa
rezultatima sprovedenog istrazivanja jer je kTBS protokol smanjio ekspresiju GLT-1 kod
adulta u motornom korteksu (slika V 1.3a; p<0,05) i strijatumu (slika V 1.3b; p<0,05), sto je
bilo praceno smanjenom ekspresijom GFAP (u regionu strijatuma; slika V 1.5b; p<0,05).
Suprotno, u cerebelumu su oba protokola (iTBS, p<0,01; KTBS, p<0,001) dovela do
povecanja ekspresije GLT-1 (V 1.3d) uz istovremeno povecanje ekspresije GFAP (iTBS) kod
adultnih zivotinja u odnosu na placebo grupu (V 1.5d; p<0,05). Ovi rezultati se mogu
objasniti ¢injenicom da iako je poznato da GLT-1 ima neznacajnu ulogu u uklanjanju
oslobodenog glutamata iz sinapse zbog male prisutnosti u cerebelumu, registrovano
povecanje njegove ekspresije (slika V 1.3) u ovoj mozdanoj strukturi ukazuje na povecanu
potrebu za uklanjanjem glutamata iz sinapticke pukotine. Takode, povec¢anje GLT-1 pokazuje
1 veCu efikasnost preuzimanja glutamata koja moze redukovati ekscitatornu i inhibitornu

transmisiju (Takatsuru i sar., 2007).
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Slika VI 2. Uticaj jednokratne TBS stimulacije (iTBS, kTBS) na imunohistohemijske
promene u selektivno osetljivim strukturama mozga pacova u odnosu na kontrolnu (placebo)
grupu kod mladih i adultnih Zivotinja.

iTBS-intermitentna stimulacija teta praskovima (eng. intermittent theta burst stimulation); kTBS-
kontinuirana stimulacija teta praskovima (eng. continuous theta burst stimulation); vGluT-vezikularni
glutamatni transporter 1 (eng. vesicular glutamate transporter); GLAST- transporter ekscitatornih amino-
kiselina 1 (eng. glutamate aspartate transporter); GLT-1-transporter ekscitatornih amino-kiselina 2 (eng.
glutamate transporter); BDNF-neurotrofi¢ni faktor mozdanog porekla (eng. brain derived neurotrophic factor);
GFAP -glijalni fibrilarni kiseli protein (eng. glial fibrillary acidic protein)

Poznato je da kTBS moze indukovati supresiju, a iTBS ekspresiju ekscitatorne
sinapti¢ke transmisije (Funke i Benali, 2011; Huang i sar., 2005). Primena oba protokola u
istrazivanju na mladim Zivotinjama dovodi do promena u ekspresiji GLAST u regionima
udaljenim od mesta direktne stimulacije (slika V 1.2). Ekspresija GLAST povezana je sa
regulacijom nivoa ekstracelularnog glutamata, ukljucena je u kontrolu neurotransmisije, kao 1
sprecavanje ekscitotoksi¢nog oStecenja neurona. Kod mladih Zivotinja, povecana ekspresija
GLAST registrovana je u regionu cerebeluma uz istovremeno smanjenu ekspresiju GFAP
(slika V 1.5d). Takode, u hipokampusu je registrovano povecanje ekspresije GLAST i
smanjenje ekspresije GFAP nakon primene iTBS, dok primena kTBS smanjuje ekspresiju
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GLAST i ekspresiju GFAP u odnosu na placebo grupu mladih zivotinja (slika V 1.2¢). Kod
adultnih Zivotinja, povecana ekspresija GLAST je registrovana u regionu malog mozga i
hipokampusa samo nakon jednokratne primene KTBS protokola u odnosu na placebo Zivotinje
(slika V 1.2c,d).

Astrociti imaju glavnu ulogu u modelovanju nervnog sistema u toku ontogeneze.
Kako predstavljaju osnovni tip glija c¢elija koje pored brojnih funkcija u pasivhom
podrzavanju prezivljavanja neurona, reguliSu i odrzavanje sinapse i promovisu njihovu
eliminaciju, moze se re¢i da ucestvuju u regulaciji kompletne arhitekture i aktivnosti
neuronskih skupova. Noviji radovi pokazuju da u cerebralnom korteksu sisara neuroni grade
specificne slojeve 1 formiraju veze kako unutar korteksa, tako i sa drugim regionima mozga,
specijalizovanim sinaptickim vezama grade¢i razliCite neuronske krugove. Astrociti imaju
glavnu ulogu u regulaciji formiranja i funkcionisanja sinapse u toku razvoja. Cerebralni
korteks je kompleksna mozdana struktura koja vrs$i koordinaciju senzornih i motornih
informacija, ¢ime omogucava zivotinji da izvodi slozene zadatke. Neuroni u korteksu su
rasporedeni u definisanim slojevima i1 komuniciraju preko tih slojeva kao i sa drugim
kortikalnim i subkortikalnim strukturama. U CNS-u miseva pokazano je da je ekspresija
GFAP-a prvi put registrovana na kraju gestacije. Transkripcione studije pokazuju da se iRNK
za GFAP povecava izmedu rodenja i 55. postnatalnog dana (Farhy-Tselnicker i Allen, 2018),
Sto moze objasniti dobijeno povecanje ekspresije GFAP u motornom korteksu adultnih

pacova nakon jednokratne primene iTBS protokola u odnosu na placebo grupu (slika V 1.5a).

Poznato je da glutamat povecava fosforilaciono stanje GFAP u hipokampalnim
neuronima pacova 12-16 postnatalnog dana u reakciji koja je zavisna od ekstracelularnog
Ca®*. Odgovor glutamata je posredovan G-protein vezujuéom grupom metabotropnih
receptora II (mGluR). S obzirom da grupa II mGluR ne deluje preko oslobadanja Ca? iz
internih depoa, pretpostavlja se da aktivacija receptora preko glutamata inhibira ulazak Ca** u
astrocite i posledi¢no nishodno modulise Ca?*-zavisnu defosforilacionu kaskadu, &ime
regulise fosforilaciono stanje GFAPa (Rodnight i sar., 1997). Ovo je moguce objasnjenje za
registrovano smanjenje ekspresije GFAP kod mladih zivotinja nakon jednokratne primene
oba protokola u regionu hipokampusa u odnosu na placebo grupu zivotinja (slika V 1.5¢;
p<0,05). Stimulacija iTBS ili KTBS protokolom je mogla da aktivira mGluR grupe II, ¢ime je
inhibiran ulazak Ca®*u astrocite i smanjena Ca**-zavisna defosforilaciona kaskada. U periodu

zavrSene sinaptogeneze, kod mladih Zivotinja je redukovano oslobadanje glutamata iz sinapsi,
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Sto moze biti signal za smanjenje fosforilacionog stanja GFAPa i posledi¢nu redukciju broja
astrocita koja je registrovana na hipokampalnim presecima nakon primene iTBS ili kTBS

protokola.

Strijatum je kod glodara struktura koja predstavlja dobar model za analizu interakcija
izmedu astrocita i sinapse $to predstavlja osnovu plasticnosti. Mehanizmi koji se
prate/podsticu specifi¢ne promene kortikostrijatne ili talamostrijatne sinapticke transmisije, a
baziraju se na oslobadanju astrocita i preuzimanju glutamata (Dvorzhak i sar., 2018). U radu
je vizualizacijom i Image) kvantifikacijom GFAP astrocita, jednokratna u odnosu na
visekratnu primenu iTBS protokola pokazala mnogo veéi intenzitet u strijatumu kod mladih
zivotinja (p<0,001), S§to potvrduje da ponovljena stimulacija inhibira ekspresiju ovog
molekula (slika V 1.5b). Dobijena vrednost je daleko manja i od ekspresije GFAP nakon
visekratne primene iTBS kod adulta i dodatno pokazuje da su mlade Zivotinje narocito

osetljive na iTBS stimulaciju.

Hipokampus je region uklju¢en u mnogobrojne forme dugotrajne memorije kod ljudi i
Zivotinja, a sa druge strane veoma vazna ciljna struktura delovanja BDNF (Binder i
Scharfman, 2004). Imunohistohemijske studije su pokazale da je u hipokampusu BDNF
lokalizovan u nukleusu granularnih ¢éelija dentatnog girusa i ¢elija piramidalnog sloja (Katoh-
Semba i sar., 1997). Jednokratna primena iTBS protokola u hipokampusu mladih Zivotinja
dovodi do smanjenja ekspresije BDNF (slika V 1.4c¢), §to nije u skladu sa rezultatima drugih
autora (Katoh-Semba i sar., 1997; Nawa i sar., 1995; Radka i sar., 1996). Objasnjenje za ovo
neslaganje u istrazivanjima razli¢itih grupa autora moze biti u imunohistohemijskoj analizi,
koja pokazuje razliitu intracelularnu distribuciju BDNF. Kao prvo, u publikovanim
radovima, BDNF protein je pronaden kao granularna forma u nukleusu, ali ne i u citoplazmi
neurona hipokampusa starosti mesec dana. Takode, studije pokazuju da se 100% BDNF
proteina u hipokampusu dobija iz membranske, a ne solubilne frakcije (Katoh-Semba i sar.,
1997). Ovaj podatak je u saglasnosti sa odsustvom bojenja citoplazme hipokampalnih
neurona sa anti-BDNF antitelom. Takode, prisutna je nuklearna lokalizacija BDNF proteina u

hipokampusu, jer se jedna polovina BDNF proteina dobija iz Ciste nuklearne frakcije.

1.2. Biohemijske promene kod jednokratno tretiranih Zivotinja

Smatra se da je u osnovi oStecenja nervnog tkiva tokom starenja toksi¢no dejstvo RV

koje se normalno stvaraju tokom aerobnih metabolickih reakcija. Tkivo mozga je narocito

78



osetljivo na Stetno dejstvo ovih molekula, jer je njihova proizvodnja po gramu mozdanog
tkiva veca nego u bilo kom drugom organu. Uzroci povecane proizvodnje RV su veliki
metaboli¢ki zahtevi za kiseonikom, budué¢i da za nutritivne potrebe tkivo mozga skoro
isklju¢ivo koristi aerobnu glikolizu, kao i nedovoljna snabdevenost molekulima koji
ucestvuju u antioksidativnoj zastiti. Takode, sastavni deo membrana ¢elija CNS-a u visokom
procentu ¢ine polinezasi¢ene masne kiseline, Cije nezasi¢ene veze ih ¢ine pogodnom metom
oste¢enja RV (Reiter, 1995). Na slici VI 3. su Sematizovano prikazane biohemijske promene
kod mladih i adultnih Zivotinja koje su tretirane iTBS i KTBS protokolom u odnosu na

kontrolnu (placebo) grupu zivotinja.

Kod mladih zivotinja, u svim izdvojenim mozdanim strukturama- Kkorteksu,
strijatumu, hipokampusu i malom mozgu, koncentracije TBARS bile su smanjene i nakon
iTBS i nakon kTBS tretmana (slika V 2.1). Registrovano smanjenje LPO bilo je praéeno
povecanjem SH grupa u svim navedenim strukturama sa oba tretmana, uz izuzetak
nepromenjenih vrednosti SH grupa u strijatumu zivotinja koje su bile tretirane protokolom
KTBS (slika V 2.4). Uzimajuc¢i u obzir da TBARS predstavljaju krajnje proizvode u procesu
LPO ¢elijskih membrana, a koncentracija ukupnih SH grupa indikator oksidativnog ,,ataka“
na Celijske proteine, ovakve promene upucuju na unapredeno redoks stanje tkivnih

komponenti u mozdanoj kori, strijatumu, hipokampusu i cerebelumu kod mladih Zivotinja.

Smanjenje koncentracije TBARS registruje se i kod adultnih Zivotinja, ali samo u
strijatumu i hipokampusu, dok je ovaj parametar u mozdanoj kori i cerebelumu nepromenjen
(slika V 2.1). Sve analizirane tkivne strukture kod adultnih Zivotinja bile su otpornije na
oksidativno os$tecenje proteina, $to se vidi po nepromenjenim (kontrolnim) vrednostima SH
grupa. Izuzetak predstavlja smanjenje SH grupa u strijatumu odraslih Zivotinja koje su bile
jednokratno tretirane iTBS protokolom (slika V 2.4). Ovakvi rezultati kod mladih Zivotinja
upucuju na znacajno otpornije lipidne membrane kao i ocuvanu funkciju i strukturu proteina
u odnosu na delovanje slobodnih radikala koje je podstaknuto tretmanima iTBS i kTBS. Kod
adultnih Zivotinja registruje se povoljan efekat na LPO, dok se ¢ini da proteinske strukture
odolevaju delovanju oksidanasa. Jedino u strijatumu adulta, smanjenje SH govori 0
znaajnijim oksidativnim promenama u proteinima koji su posledica delovanja iTBS
tretmana, §to moze biti posledica selektivne osetljivosti strijatuma na delovanje slobodnih

kiseoni¢nih radikala.
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Slika VI 3. Sematizovan prikaz promena biohemijskih parametara u selektivno
osetljivim strukturama mozga kod mladih i adultnih Zivotinja jednokratno tretiranih obrascima
intermitentne i kontinuirane TBS

iTBS-intermitentna stimulacija teta praskovima (eng. intermittent theta burst stimulation); KTBS-
kontinuirana stimulacija teta praskovima (eng. continuous theta burst stimulation); TBARS-tiobarbiturna
kiselina-reagujuce supstance (eng. thiobarbituric acid reactive species); SH-sulfhidrilne grupe; SOD-superoksid
dizmutaza; O, -superoksid anjon radikal; GSH-redukovani glutation; GR-glutation reduktaza; GST-glutation-S-
transferaza

Kod mladih zivotinja, znatno bolje redoks stanje lipidnih membrana i proteina nakon
delovanja iTBS u mozdanoj kori i cerebelumu, praceno je nepromenjenim stvaranjem O,
(slika V 2.2a,d), ali i smanjenom aktivno$¢u enzima SOD (slika V 2.3a,d), GR (slika V
2.6a,d) 1 GST (slika V 2.7a,d). O¢uvana je i koncentracija GSH (slika V 2.5a,d). U strijatumu
i hipokampusu, nakon jednokratnog delovanja iTBS, registruje se takode neizmenjena
produkcija superoksida (slika V 2.2b,c), o¢uvana koncentracija GSH (slika V 2.5b,c) i
neizmenjena, kontrolna aktivnost SOD (slika V 2.3b,c). U strijatumu se registruje
nepromenjena aktivnost GR (slika V 2.6b) i smanjena aktivnost GST (slika V 2.7b), dok su
aktivnosti GR (slika V 2.6¢) i GST (slika V 2.7c¢) smanjene, kao i u mozdanoj kori i malom

mozgul.
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Dobijeni podaci upucuju na zakljucak da jednokratno delovanje iTBS, koje podstice
ekscitatorni obrazac aktivnosti neurona, kod mladih zivotinja nema za posledicu promenu
redoks stanja mozdanog tkiva koje se nalazi neposredno ispod zone delovanja kalema, kao
Sto su to mozdana kora i cerebelum, ali ni u strukturama koje se nalaze dublje, subkortikalno.
Intermitentni obrazac TBS podstice aktivnost neuronskih skupova koji promovisu jacanje
sinapsi, glutamatergi¢ku neurotransmisiju i promene koje su slicne LTP (Opie i sar., 2017).
Pritom, strijatum i hipokampus su strukture veoma bogate glutamatergickim projekcijama,
koje su po prirodi svoje neurotransmisije upravo podlozne povecanom nastanku slobodnih
radikala (Hernandez-Espinosa i sar., 2019). Dodatno, strijatum prima i dopaminergicke
projekcije iz pars compacta substancia nigra, sa ¢ijih se krajeva oslobada dopamin, ¢ijom
autooksidacijom nastaju slobodni kiseoni¢ni radikali (Kurosaki i sar., 2019). Sa aspekta
promene redoks stanja dakle, ova procedura rTMS se kod jednokratne primene iTBS moze

smatrati bezbednom.

Neizmenjena produkcija superoksida u svim analiziranim mozdanim strukturama
registruje se i nakon jednokratne primene kTBS kod mladih Zivotinja (slika V 2.2). Nakon
delovanja ovog protokola beleZi se otuvana vrednost GSH (slika V 2.5). Stavise, u mozdanoj
kori, registruje se povec¢anje GSH (slika V 2.5a) i nepromenjena aktivnost enzima SOD (slika
V 2.3a), GR (slika V 2.6a) i GST (slika V 2.7a). U strijatumu je smanjena aktivnost GST
(slika V 2.7b), a nepromenjena aktivnost GR (slika V 2.6b), dok je u hipokampusu
detektovana nepromenjena aktivnost GST (slika V 2.7¢) i smanjena aktivnost GR (slika V
2.6¢). U obe ove strukture, registruje se nepromenjena aktivnost SOD (slika V 2.3b,c), §to je

u skladu sa neizmenjenim stvaranjem superoksida.

Premda se u cerebelumu mladih Zivotinja nakon jednokratnog delovanja kTBS
registruje smanjena LPO (slika V 2.1d), povecana koncentracija SH grupa (slika V 2.4d) i
nepromenjena produkcija superoksida (slika V 2.2d), §to je znak veoma ocCuvanog, Cak
unapredenog redoks stanja, promene na nivou aktivnosti enzima su znacajne- nalazi se

smanjenje aktivnosti SOD (slika V 2.3d), GR (slika V 2.6d) i GST (slika V 2.7d).

Aplikovan jednokratno kod mladih Zivotinja, kontinuirani obrazac TBS ima sli¢an
efekat na redoks stanje mozdanih struktura kao i iTBS- ne naruSava antioksidativnu odbranu i
¢ak podsti¢e otpornost lipidnih membrana i proteina na delovanje slobodnih radikala. Za

razliku od iTBS koji podsti¢e ekscitatorni obrazac neuronske aktivnosti, kTBS stimulise
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neuronske skupove koji u svojoj osnovi imaju inhibitorni izlazni bioloski signal, odnosno
stimuliSe niz promena koje su sli¢ne fizioloskim promenama kod LTD (Noh i sar., 2012).
Ostecujuéi efekti se ne registruju kod mladih Zivotinja ni u zoni mozga koje se nalaze
neposredno ispod poglavine na koju naleze kalem, ali ni u subkortikalnim strukturama-
strijatumu i hipokampusu. Kako se podsticaj inhibitorne aktivnosti neurona vezuje
dominantno za GABAu kao najrasprostranjeniji inhibitorni neurotransmiter u CNS-u, nadene
promene najveceg intenziteta u cerebelumu se mogu objasniti upravo oc¢ekivanim uticajem na
mnogobrojne GABArgi¢ke neurone kore malog mozga (Woo i sar., 2018). Glavne izlazne
eference kore malog mozga su GABArgicka vlakna koja se zavr§avaju na neuronima dubokih
jedara malog mozga, na kojima se menja kvantitet oslobodene GABAe na osnovu
prilagodenih molekulskih mehanizama koji se podeSavaju upravo principom LTD (Ninkovié
M, 2017), a zatim funkciju ponovo preuzimaju glutamatergicke projekcije koje iz dubokih
jedara cerebeluma idu prema svojim ciljnim neuronima retikularne formacije i talamusa,
odnosno mozdane kore (McKimm i sar., 2014). Metabolizam GABAe, kao i metabolizam
glutamata, veoma su blisko povezani sa metabolizmom GSH, odnosno glutamina. Naime, u
glutamatergickim neuronima glutamin se konvertuje u Glu, dok se u GABAergi¢kim
neuronima od njega kao prekursora sintetise GABA. Iz sinapticke pukotine GABAuU
preuzimaju astrociti 1 metaboliSu je najpre u Glu, a potom u glutamin. Tako sintetisan
glutamin napusta astrocite i potom se ponovo Koristi za sintezu ova dva transmitera (Belanger
i Magistretti, 2009).

Astrociti oslobadaju GSH u ekstracelularni prostor, gde se aktivno$¢u enzima y
glutamil transferaze (yGT) stvara CysGly kompleks i glutamat. Ovaj dieptid preuzimaju
neuroni i za njega vezuju Glu i sintetiSu GSH (Belanger i Magistretti, 2009).

Biohemijske promene koje se registruju u mozdanim strukturama odraslih Zivotinja
nakon jednokratnog delovanja iTBS i KTBS, sli¢ne su onima koje se registruju kod mladih, ali

su zastitni efekti stimulacije nesto manje izraZeni.

Smanjenje LPO belezi se u dubljim strukturama- strijatumu (slika V 2.1b) i
hipokampusu (slika V 2.1c), uprkos njihovim zna¢ajnim osobinama koje ih ¢ine podloZznim
nastanku peroksidacije (Vi resen-Filho i sar., 2015). Smanjenje TBARS medutim (koje se
registruje kod mladih), ne belezi se u mozdanoj kori (slika V 2.1a) i malom mozgu (slika V

2.1d). Ovakve promene govore o ocfuvanom redoks stanju i fizioloskoj odbrani lipidnih
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membrana od oksidativnog delovanja u svim ispitivanim strukturama mozga odraslih pacova,

s tim da su promene manje izraZzene u odnosu na mlade zivotinje.

Koncentracija SH grupa je o¢uvana u svim mozdanim strukturama adulta (slika V
2.4) nakon aplikovanja oba jednokratna TBS protokola. Izuzetak je smanjena koncentracija
SH u strijatumu kod iTBS (slika V 2.4b; p<0,01). Kod odraslih Zivotinja, smanjenje SH grupa
u strijatumu upucuje na znacajni efekat iTBS na oksidaciju SH grupa i1 pojacani nastanak S-S
mostova u proteinima. Ova reakcija ima zaStitnu funkciju u odbrani proteina od strukturnih

promena koji bi mogli trajno da im naruse funkciju (Yao i sar., 1997).

Korelativnom analizom pokazano je da jednokratna primena KTBS protokola pokazuje
pozitivnu korelaciju (R= 0.886, p<0,05) u korteksu, odnosno negativnu korelaciju (R= -
0.899, p<0,05) u strijatumu u odnosu na aktivnost GST izmedu mladih i adultnih Zivotinja
(tabela 2). Dobijeni rezultati mogu se objasniti smanjenjem redukovane forme GSH, supstrata
za GST u strijatumu, §to je pokrenuto jednokratnim kTBS stimulusom i rezultiralo je

redukovanom aktivno$c¢u enzima.

Uprkos smanjenju SH grupa u strijatumu adultnih Zivotinja nakon jednokratnog iTBS,
u odnosu na aktivnost enzima, registruju se istovetne promene onima kod mladih Zivotinja-
nepromenjena aktivnost SOD (slika V 2.3b), GR (slika V 2.6b) i GST (slika V 2.7b). Takode,
registruje se nepromenjena produkcija superoksida (slika V 2.2b) i o¢uvana koncentracija
GSH (slika V 2.5b), $to upravo podstice gore navedenu pretpostavku o tome da se smanjenje
SH grupa deSava reverzibilno, na proteinima, a ne na kljuénom celijskom antioksidansu-
glutationu (Vujotic i sar., 2020). Ovakvi rezultati kod odraslih zivotinja upucuju na znacajno
otpornije lipidne membrane i neSto fragilniju otpornost proteina u odnosu na delovanje

slobodnih radikala koje je podstaknuto jednokratnim tretmanima iTBS i KTBS.

Takode, dobijeni rezultati korelativne analize kod odredivanja aktivnosti SOD
pokazuju identi¢an trend promena u motornoj kori i strijatumu. Jednokratnom kTBS
aplikacijom dobijena je pozitivna korelacija (R= 0.928, p<0,05) u korteksu, dok je
jednokratna iTBS primena dovela do pojave negativne korelacije (R= -0.861, p<0,05) u
strijatumu u odnosu na aktivnost SOD izmedu mladih i adultnih Zivotinja (tabela 2). Moguci
razlog nelinearnosti koja se registruje u strijatumu adulta jeste pokrenuta ekscitotoksi¢nost i
povecanje RVK koje antioksidativni enzim ne moZze u potpunosti ukloniti kao kod mladih

Zivotinja.
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Kod adultnih Zivotinja, o€uvano redoks stanje lipidnih membrana i proteina nakon
jednokratnog delovanja ITBS, u mozdanoj kori i cerebelumu, praéeno je nepromenjenim
aktivnostima enzima SOD (slika V 2.3a,d) i GR (slika V 2.6a,d), kao i oCuvanim
koncentracijama GSH (slika V 2.5a,d). U mozdanoj kori registruje se Cak smanjenje
superoksida (slika V 2.2a; p<0,01), dok je u cerebelumu njegovo stvaranje na nivou
kontrolnog (slika V 2.2d). Aktivnost GST je u mozdanoj kori nepromenjena (slika V 2.7a),
dok se u cerebelumu registruje smanjenje aktivnosti ovog enzima (slika V 2.7d; p<0,01).
Jednokratno aplikovan obrazac iTBS u hipokampusu dovodi do smanjenja aktivnosti GST
(slika V 2.7c), dok su aktivnosti SOD (slika V 2.3c) i GR (slika V 2.7c), kao i stvaranje
superoksida (slika V 2.2c) i sadrzaj GSH (slika V 2.5¢) na nivou kontrolnih. Sa aspekta
promene redoks stanja mozdanih struktura pacova, jednokratna primena iTBS protokola se

kod odraslih Zivotinja moze smatrati bezbednom procedurom.

U svim analiziranim mozdanim strukturama, nakon jednokratne primene kTBS kod
odraslih Zivotinja registruje se neizmenjena produkcija superoksida (slika V 2.2) i ouvana
koncentracija GSH (slika V 2.5). Stavise, u hipokampusu (kod mladih Zivotinja ovo je
registrovano u mozdanoj kori) se belezi povecanje GSH (slika V 2.5d). U svim strukturama
takode, javlja se nepromenjena aktivnost SOD (slika V 2.3) i GR (slika V 2.6). U mozdanoj
kori i cerebelumu registruje se nepromenjena aktivnost GST (slika V 2.7a,d), dok je u

strijatumu i hipokampusu ona smanjena (V 2.7b,c).

Aplikovan jednokratno kod adultnih Zivotinja, kontinuirani obrazac TBS ima sli¢an
efekat na redoks stanje mozdanih struktura kao i iTBS- ne narusava antioksidativnu odbranu i
cak podstice otpornost lipidnih membrana u strijatumu i hipokampusu na delovanje slobodnih
radikala. Za razliku od jednokratno aplikovanog iTBS koji u strijatumu proteine cini

odbranu proteinskih struktura.

Strukturne i1 biohemijske promene koje se tokom razvoja mozga deSavaju u strijatumu
Cine ga sa starenjem podloznijim delovanju slobodnih kiseoni¢nih radikala (Stefanatos i
Sanz, 2018). Strijatum prima bogate dopaminergicke projekcije koje na GABAergickim
neuronima ispoljavaju bitnu funkciju u regulisanju direktnog i indirektnog puta motorne
petlje, deluju¢i pritom na D; grupu ekscitatornih, ali i na D, grupu inhibitornih

dopaminergickih receptora (Jupp i sar., 2013). Ove dopaminergicke projekcije dolaze iz zone
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pars compacta substancije nigrae u kojoj se koncentracija jona gvozda sa starenjem
poveéava, Cine¢i ga posebno podloznim oSteCenju putem slobodnih radikala, odnosno
pokrenutog procesa LPO. Takode, usled visokog metaboli¢kog obrta dopamina u strijatumu i
njegove autooksidacije nastaje superoksid anjon a zatim i H,O,, ¢ime se stvaraju uslovi za
produkciju veoma agresivnog hidroksilnog radikala OH" koji pokre¢e circulus vitiosus i

proces oStecenja membrana ¢elije (Baluchnejadmojarad i sar., 2017).

Podaci iz literature o redoks stanju selektivno osetljivih mozdanih struktura nakon
jednokratnog tretiranja adultnih Zivotinja obrascima iTBS i KTBS do sada nisu objavljeni.
Procenom oksidativnog stanja dobijen je uvid u stepen metaboli¢kih promena u selektivno
osetljivim mozdanim strukturama pacova. Kako u literaturi nema podataka 0 istrazivanjima
primene TMS na zdravim Zivotinjama, proSirenje saznanja o ovim mehanizmima na
zivotinjskom modelu, uz rezultate elektrofizioloskih istraZzivanja na zdravim dobrovoljcima,
opravdava primenu rTMS kod zdravih osoba, u svrhu poboljsanja koncentracije, paznje i
kognicije. U tom smislu, moguée je i eventualno proSirenje terapijskih moguénosti za
kombinovanu primenu TMS sa farmakoloskim sredstvima, ¢ime bi se poboljsala perspektiva

leCenja razli¢itih poremecaja nervnog sistema (Makani i sar., 2017).

VI 2. Dinamika promena kod viSekratno tretiranih Zivotinja

2.1. Tkivne promene kod viSekratno tretiranih Zivotinja

Visekratna primena iTBS i KTBS protokola uzrokuje promenu ekspresije membranskih
i vezikularnih transportera za glutamat u motornoj kori, strijatumu, hipokampusu i malom
mozgu, kao i ekspresiju BDNF u selektivno osetljivim strukturama mozga mladih i adultnih
pacova. Sematizovane imunohistohemijske promene u selektivno osetljivim mozdanim

strukturama pacova nakon visekratne aplikacije iTBS i KTBS prikazane su na slici VI 4.

Kod mladih Zivotinja registrovano je povecanje ekspresije vVGIuT-1 u regionu motorne
kore nakon viSekratne primene kTBS protokola, dok je viSekratna primena iTBS dovela do
povecanja ekspresije ovog transportera u strijatumu, hipokampusu, kao i malom mozgu
mladih pacova (slika V 1.1). Medutim, kod adultnih Zzivotinja samo u motornoj kori,
visekratni iTBS smanjio je ekspresiju vGIuTl (slika V 1.la; p<0,01), dok u ostalim
strukturama mozga nema razlike u obrtu glutamata u neuronima jer u nijednoj od ispitivanih
struktura nije registrovana promena nivoa ekspresije vGIuT1 nakon visekratne primene obe

vrste protokola.

85



Cerebellum Cerebellum
Cortex Cortex, GuT T vGhT - (KTBS
GhT GuT 1 GLAST — || GLAST -
4 _ v
GLT-1- GLT-1-
GLAST T || GLAST T BDONE BONE L
GLT-1- GLT-1- oo - o
BDNF | BDNF | ) / - -
GFAP — GFAP — ippocampus Hippocanipus
vGuT T vGhT - (LTBS
GLAST | GLAST —
GLT-1- GLT-1-
BDNF - BDNF -
GFAP - GFAP -
L4
Visekratna TBS
Striatim Striatum

Cerebellum_ Cerebellum

&

Cortex

vGT |
GLAST -
GLT-1 -
BDNF —
GFAP -

Slika VI 4. Uticaj visekratne TBS stimulacije (iTBS, KTBS) na imunohistohemijske
promene u selektivno osetljivim strukturama mozga pacova u odnosu na kontrolnu (placebo)
grupu kod mladih i adultnih Zivotinja.

iTBS-intermitentna stimulacija teta praskovima (eng. intermittent theta burst stimulation); KTBS-
kontinuirana stimulacija teta praskovima (eng. continuous theta burst stimulation); vGluT-vezikularni
glutamatni transporter 1 (eng. vesicular glutamate transporter); GLAST- transporter ekscitatornih amino-
kiselina 1 (eng. glutamate aspartate transporter); GLT-1-transporter ekscitatornih amino-kiselina 2 (eng.
glutamate transporter); BDNF-neurotrofi¢ni faktor mozdanog porekla (eng. brain derived neurotrophic factor);
GFAP -glijalni fibrilarni kiseli protein (eng. glial fibrillary acidic protein)

S obzirom na neophodnost brzog uklanjanja sinapticki oslobodenog glutamata u
regionu malog mozga, glijalni tranporteri u Bergmanovoj gliji imaju veoma vaznu ulogu u
odrzavanju funkcionalnog odnosa izmedu puzajucih vlakana i Purkinje ¢elija. Ovaj podatak
je neobicno vazan za cerebelarnu kontrolu motorne funkcije koja se ostvaruje preko GABA-
egiCkih izlaza Purkinje ¢elija (Takayasu i sar., 2005). Purkinje ¢elije GABA-ergickih izlaznih
projekcija su visoko zavisne od sinapti¢ke efikasnosti glutamata i njegovog uklanjanja iz
sinapse. Smanjena ekspresija vGIuT1 (p<0,001) u kori velikog mozga nakon viSekratne

primene iTBS protokola kod adultnih Zivotinja (slika V 1.1d) ukazuje na smanjenu gustinu
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glutamata u ekscitatornim sinaptickim terminalima i potencijalno preusmeravanje ovih
molekula ka GABA sintezi, posto je glutamat jedini direktni prekursor stvaranja GABA (Volz
i sar., 2013).

U motornoj kori kod mladih Zivotinja registrovano je povecanje ekspresije GLAST
(slika V 1.2a) nakon visekratne primene obe vrste protokola (iTBS, p<0,05; kTBS, p<0,001) u
odnosu na placebo zivotinje. Kod adultnih pacova pak pronadena je smanjena ekspresija
vGIuT1 nakon vi$ekratne stimulacije iTBS u odnosu na placebo grupu. U toku razvoja mozga
menja se molekulski sastav sinapsi prefrontalnog korteksa kod pacova (Counotte i sar.,
2010). Razlika u ekspresiji proteina je najizrazenija izmedu P34-P78 (35%), sa prekomernom
zastupljenoSc¢u proteina ¢elijske membrane u toku adolescentskog perioda (P34-P44), kao i
proteina sinapti¢kih vezikula u periodu izmedu P44-P78. Kriti¢ni period u razvoju sinapsi
prefrontalnog korteksa je u periodu izmedu P34-P44 kada se vrsi diferencijalna ekspresija
brojnih proteina (14%). Ove promene su najizrazenije kod mladih Zivotinja u motornoj kori,
jer je ona ukljucena u integraciju senzorno-motornih procesa i izvrSnu kontrolu, koja je
neophodna za kompletnu povezanost sa drugim regionima mozga u toku razvoja. Takode je
pokazano da u prefrontalnom korteksu dolazi do smanjenja broja neurona kod mladih i
adultnih Zivotinja (Markham i sar., 2007). Razvijen korteks sadrzi sinapse u razvoju i sinapse
koje ¢e biti eliminisane, S$to predstavlja proces sinaptiCkog usavrSavanja koji c¢ini
neurotransmisiju mnogo efikasnijom. Rezultati Counotte i saradnika iz 2010. godine su
pokazali da su razvojne promene uglavnom lokalizovane presinapti¢ki, a mnogo manje
postsinapticki. Specifiéne razvojne promene u motornoj kori obezbeduju molekulski dokaz za
sinapticko usavrSavanje u toku razvoja mozga i1 ukazuju na razlike u presinaptickoj funkciji
kod mladih 1 starih Zivotinja, Sto moZze objasniti razlike u ekspresiji glutamatnih transportera

u toku razli¢itih stadijuma razvoja.

Visekratna primena obe vrste protokola u regionu hipokampusa (slika V 1.3¢; p<0,01)
i malog mozga (slika V 1.3d; p<0,001) adultnih pacova smanjuje ekspresiju GLT-1, §to se u
odnosu na povecanje nivoa ovog transportera u istim mozdanim strukturama nakon
jednokratne stimulacije moze objasniti prekondicioniranjem (Murry i sar., 1986). Ovim
stanjem indukovane tolerancije, kojim se postize zastita celija izlaganjem subletalnim
insultima, osigurava se tolerancija prema slede¢em letalnom insultu (Dirnagl i sar., 2003).
Youssef 1 saradnici (2001) su pokazali da se tolerancija u mozgu moze objasniti aplikacijom

elektricnih stimulusa koje proizvode LTP. Redukcija GLT-1 i vGIuT1 ekspresije nakon
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visekratne u odnosu na jednokratnu primenu obe vrste protokola u regionu hipokampusa i
malog mozga moze predstavljati oblik indukovane tolerancije ovih transportera na produzenu
TBS stimulaciju, ¢ime se povecava njihova efikasnost za preuzimanje glutamata iz sinaptic¢ke
pukotine 1 vracanje u neurone koja premasuje period stimulacije 1 moze imati protektivne

efekte na ekscitotoksi¢nost glutamata (Youssef i sar., 2001).

U toku prve postnatalne nedelje, imunoelektronskom mikroskopijom pokazana je
ekspresija GLT-1 u ¢elijskim telima astrocita i procesima u strijatumu, dok 24. postnatalnog
dana dolazi do difuzne lokalizacije astrocita (Rothstein i sar., 1994). Ovom studijom je kod
adulta utvrdena negativna korelacija (R=-1,000, p<0,05) u ekspresiji GLT-1 izmedu motorne
kore i strijatuma nakon visekratne aplikacije iTBS protokola (tabela 1).

Radovi pokazuju da je 18. postnatalnog dana imunoreaktivnost GLT-1 molekula
izuzetno visoka u globus palidusu, amigdalama i lateralnom hipotalamusu, neSto slabija
reaktivnost u hipokampusu i relativno niska zastupljenost u strijatumu, talamusu i
neokorteksu (Furuta A 1997). Sprovedena studija potvrduje da se i kod adulta odrzava
razli€ita zastupljenost glutamatnog transportera po mozdanim regionima. Korelativna analiza
pokazala je da postoji negativna korelacija u ekspresiji GLT-1 u hipokampusu u odnosu na

mali mozak adulta nakon visekratne primene kTBS protokola (tabela 1).

Efikasnost i morfologija sinapse je u toku TMS stimulacije veoma povezana sa
funkcijom astrocita, Sto ukazuje na njihovu ukljucenost u posredovanje efekata TMS na
sinapti¢ku strukturu i efikasnost (Croarkin i MacMaster, 2019). Zbog znacajne funkcije koju
GFAP ima u vezikularnom transportu i autofagiji, sinapti¢koj plasticnosti, transportu
glutamata 1 sintezi glutamina, Siroko se koristi za procenu aktivnosti razli¢itih tretmana
(Middeldorp i Hol, 2011). Medutim, u ovom istrazivanju nisu pronadene promene u
ekspresiji GFAP kod mladih Zivotinja nakon viSekratne primene obe vrste protokola ni u
jednoj od ispitivanih selektivno osetljivih mozdanih struktura, $to pokazuje da stimulacija ne
dovodi do reaktivacije glije (slika V 1.5). Kod adultnih pacova je registrovana povecana
ekspresija GFAP u hipokampusu nakon viSekratne primene obe vrste protokola (iTBS,
p<0,001; KTBS, p<0,05), odnosno u cerebelumu nakon iTBS (p<0,01) u odnosu na placebo
grupu (slika V 1.5). Ovi rezultati pokazuju bezbednost primene protokola kod mladih
zivotinja, Sto se moze Kkoristiti u zdravoj humanoj populaciji za poboljsanje funkcija
koordinacije i oporavak u toku motornih aktivnosti. U skladu sa dobijenim rezultatima su i

radovi Liebetanz i saradnika (Liebetanz i sar., 2003) koji su pokazali da nema promena u
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broju GFAP-pozitivnih ¢elija u motornoj kori i hipokampusu kod zdravih pacova nakon
primene protokola 1000 pulseva od 1Hz dnevno u trajanju od 5 dana. lako su studije pokazale
dobru translaciju sinapticke starosti vizuelnog korteksa izmedu ljudi 1 pacova, brojni su
izazovi za aplikaciju modela na humanoj populaciji. Glodari i ljudi pokazuju ¢ak 75%
podudarnosti genske ortoloske osobine (Church i sar., 2009), pa ipak neznatne razlike u

genomu otezavaju translaciju i ekstrapolaciju rezultata (Geerts, 2009).

Interesantni rezultati dobijeni su nakon visekratne primene kTBS protokola u regionu
mozdane kore kod adulta gde je bila ocekivana kolokalizacija glutamatnih transportera
(GLAST i GLT-1) sa astrocitima koji su predominantno glija-specifi¢ni transporteri
(Gegelashvili i sar., 1997). Medutim, rezultati korelativne analize ove studije pokazali su u
motornoj kori postojanje negativne korelacije izmedu ekspresije GLAST i GFAP (R=-0,999,
p<0,05), odnosno GLT-1 i GFAP (R= -0,998, p<0,05) kod adultnih Zivotinja nakon
visekratne aplikacije kTBS protokola (tabela 1).

Studije pokazuju da je BDNF protein u visokim koncentracijama detektovan u
regionu hipokampusa, hipotalamusa, korteksa i cerebeluma, gde je vizualizovan u dendritima,
somi i terminalima (Murer i sar., 2001). Iako postoji veliko preklapanje izmedu iRNK i nivoa
proteina u vec¢ini mozdanih regiona, BDNF se moze transportovati (anterogradno ili
retrogradno) u druge regione ili skladistiti u vezikule i odmah osloboditi. U radu su
registrovane promene BDNF u motornoj kori (slika V 1.4a; p<0,05) i cerebelumu (slika V
1.4d; p<0,001) nakon KTBS protokola kod mladih Zivotinja. Pored veoma vaznih funkcija
pro-BDNF u promociji apoptoze i negativhom uticaju na neuronsko remodelovanje,
pokazano je i povlacenje konusa rasta i skupljanje dendritskih spina (Gehler i sar., 2004),
tako da zbog redukcije broja neurona i smanjenja sinapticke funkcije, ovi procesi ucestvuju u
LTD. Ve¢ je pomenuto da niskofrekventni kTBS protokol dovodi do fenomena koji odgovara
LTD, tako da je u regionu motorne kore (p<0,05) i cerebeluma (p<0,01) ova vrsta stimulacije
dovela do smanjenja ekspresije BDNF u odnosu na placebo grupu kod mladih Zivotinja (slika
V 1.4). Fizioloski znac¢aj ovih negativnih procesa moze biti objasnjen redukcijom prevelikog
broja zrelih neurona, eliminacijom oSte¢enih multifunkcionalnih ¢elija, kao i eliminacijom
abnormalnih veza koje su neefikasne za formiranje sinapticke plasti¢nosti, memorije i

kognicije.
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2.2. Biohemijske promene kod visekratno tretiranih Zivotinja

Podaci o biohemijskim promenama u mozdanim strukturama nakon viSekratne
aplikacije rTMS oskudni su i malobrojni. Promene aktivnosti u delovima humanog mozga
zasnivaju se na metaboli¢kim ispitivanjima- prac¢enju potroSnje kiseonika i glukoze (Blazey i
sar., 2018). Ispitivanja na zivotinjama nemaju apsolutnu vrednost, ali su korisna sa aspekta

procene bezbednosti primene rTMS u zdravoj populaciji (Lu i Lu, 2018).

Na slici VI 5. su $ematizovano prikazane biohemijske promene kod mladih i adultnih
zivotinja koje su bile visekratno tokom 10 dana tretirane iTBS i KTBS protokolima u odnosu

na kontrolnu (placebo) grupu Zivotinja.
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Slika VI 6. Sematizovan prikaz promena biohemijskih parametara kod mladih i
adultnih Zivotinja u selektivno osetljivim strukturama mozga pacova viSekratno tretiranih
obrascima intermitentne i kontinuirane TBS

iTBS-intermitentna stimulacija teta praskovima (eng. intermittent theta burst stimulation); kTBS-
kontinuirana stimulacija teta praskovima (eng. continuous theta burst stimulation); TBARS-tiobarbiturna
kiselina-reaguju¢e supstance (eng. thiobarbituric acid reactive species); SH-sulfhidrilne grupe; SOD-
superoksid dizmutaza; O, -superoksid anjon radikal; GSH-redukovani glutation; GR-glutation reduktaza; GST-
glutation-S-transferaza
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Visekratni tretmani mladih Zivotinja iTBS i1 KTBS protokolom, u strijatumu,
hipokampusu i cerebelumu, doveli su do sli¢nih promena kao i nakon njihovog jednokratnog
delovanja- smanjenja TBARS (slika V 2.1.b,c,d). Za razliku od jednokratnog delovanja, gde
oba tipa TBS dovode do smanjenja koncentracije TBARS nakon iTBS/KTBS, kod viSekratne
primene oba tretmana TBARS su smanjeni kod mladih Zivotinja i nepromenjeni kod adultnih
pacova (slika V 2.1a). Ovi rezultati upucuju na oc¢uvanost lipidnih membrana u odnosu na

potencijalno delovanje reaktivnih vrsta i nadalje, nakon visekratnog delovanja iTBS/KTBS.

Na osnovu promena u sadrzaju SH grupa u mozdanim strukturama, moze se zakljuciti
da visekratna primena iTBS u mozdanoj kori, hipokampusu i cerebelumu ne narusSava
funkciju i strukturu proteina koji u svom sastavu imaju SH grupe (slika V 2.4a,c,d), ali da su
ovi molekuli “napadnuti” u strijatumu, u kome se nakon visekratne primene ovog protokola

registruje smanjenje SH grupa (slika V 2.4b).

Poredeci opisane promene sa promenama koje su registrovane kod mladih Zivotinja
koje su jednokratno tretirane protokolom iTBS, moze se uoditi izostanak izrazito povoljnog
zaStitnog efekta jednokratne primene tretmana na SH grupe. Kod viSekratnog delovanja na
mlade Zivotinje dakle, destruktivni efekat (smanjenje SH grupa) registruje se u strijatumu,
dok se u ostalim mozdanim strukturama vrednosti SH grupa zadrzavaju na normalnim
vrednostima. Strijatum je struktura u kojoj viSekratna aplikacija iTBS ne menja druge
parametre- stvaranje superoksida (slika V 2.2b), aktivnosti enzima SOD (slika V 2.3b), GR
(slika V 2.6b) i GST (slika V 2.7b), a i koncentracija GSH je nepromenjena u odnosu na
kontrolu (slika V 2.5b). Strijatum se dakle jo§ jednom izdvaja kao posebno osetljiv region
mozga na delovanje RVK tokom iTBS. Objasnjenje moze biti ¢injenica da je strijatum mesto
gde iTBS stimulacija uzrokuje prolongirano povecanje cAMP, S§to utiCe na celijsku

diferencijaciju i pojacano preuzimanje ekstracelularnog glutamata (Schubert i sar., 2000).

Za razliku od visekratnog iTBS tretmana, viSekratna primena kTBS kod mladih dovodi
do povecanja SH grupa u strijatumu (p<0,01), §to je promena koja se ne registruje u
strijatumu jednokratno tretiranih Zivotinja (slika V 2.4b). U strijatumu mladih viSekratno
tretiranih KTBS protokolom se javlja visestruko povecanje aktivnosti GST (p<0,001), sto je
potpuno razli¢ito od jednokratnog delovanja kTBS (p<0,01), kada je nadena ¢ak smanjena
aktivnost ovog enzima (slika V 2.7b). Visekratno delovanje kTBS na podsticaj promena

slicnih LTD, u strijatumu ocigledno ima povoljan efekat na redoks stanje tkivnih struktura.
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Visekratno aplikovan intermitentni obrazac TBS medutim, pored toga Sto Stiti Celijske

membrane od LPO, ne ispoljava zastitni efekat na proteine, naprotiv, narusava ih.

Znacajni efekat visekratno aplikovanog iTBS kod mladih Zivotinja registruje se kroz
smanjenje aktivnosti SOD u cerebelumu (slika V 2.3d; p<0,05). Za razliku od korteksa
mladih Zivotinja u kome su GSH, GR, GST nakon viSekratne primene iTBS nepromenjeni, u
cerebelumu se, pored smanjene aktivnosti SOD (slika V 2.3d; p<0,05) registruje i smanjenje
aktivnosti GR (slika V 2.6d; p<0,001) i GST (slika V 2.7d; p<0,05). Sve ove promene
medutim ne vode tkivne strukture kore i cerebeluma u stanje oksidativnog stresa, $to se ne
registruje ni u hipokampusu mladih Zivotinja koje su visekratno tretirane iTBS protokolom. U
ovoj strukturi belezi se smanjenje GSH (slika V 2.5¢; p< 0,01), uz nepromenjenu aktivnost
enzima GR (slika V 2.6¢c) 1 GST (slika V 2.7¢). Glutation je kljucan unutarcelijski
antioksidans koji stiti aktivne SH grupe molekula od uticaja slobodnoradikalskih vrsta (Gu i
sar., 2015), ali GSH moze da vrsi i ulogu ekscitatornog neurotransmitera (Morris i sar.,
2014). Uprkos njegovom smanjenju, u hipokampusu se ne nalaze potvrde aktivnog
oksidativnog stresa- TBARS i sadrzaj SH grupa su nepromenjeni, $to upucuje na pretpostavku
da je ovo smanjenje GSH upravo pokazatelj] njegove zaStitne funkcije, odnosno da su se na

racun smanjenja GSH ocuvale SH grupe.

Visekratna aplikacija kTBS kod mladih Zivotinja nije naruSila oksidativno stanje u
bilo kojoj od analiziranih mozdanih struktura- SH grupe su nepromenjene u Kori,
hipokampusu 1 cerebelumu (slika V 2.4a, ¢, d), dok su u strijatumu ¢ak povecane (slika V
2.4b). Interesantno je da se kod jednokratne aplikacije KTBS kod mladih zivotinja registruje
povecanje SH grupa u svim strukturama uz izuzetak strijatuma u kome su SH grupe
nepromenjene, dok se kod viSekratne aplikacije kTBS mladim Zivotinjama dobijaju vrednosti
povecanih SH grupa. Ovim se potvrduje povoljan efekat viSekratnog delovanja kTBS na

strijatum mladih Zivotinja.

Pored direktne funkcije tripeptida glutationa u presretanju slobodnih radikala, on ima
bitnu funkciju kofaktora u izoenzimskim oblicima glutation periksidaze. U odnosu na druga
tkiva, nervno tkivo ima znatno manju aktivnost ovog enzima koji obezbeduje zastitu od
peroksida. Sa druge strane, moZzdano tkivo ima visok stepen iskoriS¢avanja kiseonika, a
stvoreni peroksidi se formiraju i od strane aminooksidaza, kao i iz reakcije TPNH-oksidaza sa

masnim kiselinama membranskih fosfolipida. Mozdano tkivo je posebno osetljivo na

92



delovanje radikala jer ne poseduje aktivnost peroksidaza i katalaze. Prisustvo vecih koli¢ina
GSH medutim bitan je faktor odrzanja redoks balansa. Glutation reduktaza odrzava GSH

predominantno u svojoj redukovanoj formi (De Marchena i sar., 1974).

Pored =zaStitne, antioksidantne funkcije, GSH moze da ispoljava 1 funkciju
neurotransmitera. Vezujuca mesta za GSH pokazana su u mozdanoj kori glodara (Janaky i
sar., 1999). Predominantna mesta zaliha GSH predstavljaju astrociti, dok neuroni ne poseduju
znacajne rezerve ovog tripeptida. Smatra se da GSH ima funkciju i gliotransmitera pomocu

koga se ostvaruje komunikacija astrocita sa neuronima (Orellana, 2016).

Visekratna aplikacija i iTBS i KTBS kod adultnih zivotinja nije narusila redoks milje
lipidnih i proteinskih struktura analiziranih mozdanih regiona. Lipidna peroksidacija je
neizmenjena (slika V 2.1), a nisu registrovane ni promene u sadrzaju SH grupa (slika V 2.4).
U odnosu na ove krajnje proizvode oksidativnog oSte¢enja moze se re¢i da oba TBS protokola

ne ispoljavaju destruktivne efekte na lipidne strukture i proteine.

Visekratna primena iTBS odraslim zivotinjama medutim u strijatumu i hipokampusu
izaziva znacajno smanjenje GSH (slika V 2.5b,c), Sto se ne belezi u mozdanoj kori i
cerebelumu (slika V 2.5a, d). Smanjen sadrzaj GSH u hipokampusu registruje se i kod mladih
zivotinja tretiranih viSekratno iTBS protokolom, ali se kod adulta taj efekat prosiruje i na
strijatum, upucujuci jo$ jednom na selektivnu vulnerabilnost ove strukture na oksidativno
ostecenje. Aktivnosti enzima SOD 1 GR u ovim strukturama ostaju nepromenjene (slika V
2.3b,c; slika V 2.6b,c), a ne menja se ni produkcija superoksida (slika V 2.2b,c). Za razliku
od strijatuma, u kome je aktivhost GST nepromenjena (slika VV 2.7 b), u hipokampusu se
aktivnost ovog enzima povecava (slika V 2.7 c; p<0,05). Sa jedne strane, podaci iz literature
govore u prilog ¢injenici da se promene u strijatumu povecavaju sa starenjem, dok je takode
poznato da nivo GSH kao jednog od najmoc¢nijih antioksidanata i regulator drugih
antioksidanata, znacajno opada u toku procesa starenja. Razlog oStecenja antioksidativnog
sistema jeste povecani unos polinezasi¢enih 1 delimi¢no hidrogenizovanih biljnih masti i

preterana izloZenosti toksi¢nim supstancama (Naganuma i sar., 1990).

Za razliku od strijatuma i hipokampusa u kojima nema promene aktivnosti SOD, GR i
GST, visekratna primena 1TBS kod adultnih Zivotinja u moZdanoj kori i malom mozgu
smanjuje aktivnost SOD (slika V 2.3a,d). U mozdanoj kori i cerebelumu GR (slika V 2.6a,d) i

GST (slika V 2.7a,d) ostaju nepromenjeni. Takode, u odnosu na kontrolu, neizmenjena je i
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koncentracija GSH (slika V 2.5 a,d), kao i produkcija superoksida (slika V 2.2a,d). Ovakvi
podaci upucuju na operativnu antioksidativnu odbranu koja odrzava redoks milje lipida i
proteina u svim analiziranim strukturama, uz manje promene koje se dominantno registruju u

strijatumu i hipokampusu.

Visekratna aplikacija kTBS kod adultnih Zivotinja, pored oCuvanih nivoa kontrolne
LPO i sadrzaja SH grupa, ni u jednoj od analiziranih struktura ne povecava nivo stvorenog
superoksida. Stavise, u strijatumu dovodi do njegovog smanjenja (slika V 2.2b; p<0,05). Opet
je strijatum struktura u kojoj se najvise ispoljavaju promene- nasuprot smanjenju stvaranja
superoksida, koncentracija GSH opada (slika V 2.5b; p<0,001), a opada i aktivnost GR (slika
V 2.6.b; p<0,05), enzima koji regenerise GSH. U ovoj strukturi se sa druge strane registruje
povecéanje aktivnosti GST (slika V 2.7b). U hipokampusu se pak promena aktivnosti GST ne
belezi (slika V 2.7¢c), premda se i u ovoj strukturi javlja smanjenje aktivnosti GR (slika V
2.6¢) i smanjenje koncentracije GSH (slika V 2.5¢). Smanjena aktivnost GR u ovoj strukturi

upravo moze biti razlog smanjenja redukovanog glutationa.

Mozdana kora i cerebelum su, premda direktnije izlozeni delovanju kTBS tokom
vi$ekratnih tretmana, otporniji na promene. Pored neizmenjenih TBARS (slika V 2.1a,d) i SH
(slika V 2.4a,d), nema promene u stvaranju superoksida (slika V 2.2a,d), ne menja se

aktivnost enzima SOD (slika V 2.3a,d), a nema promena ni u sadrzaju GSH (slika V 2.5a,d).

Analizirajuci rezultate prikazane na Semama, stice se utisak da jednokratna primena
TBS deluje promotivno, dovode¢i ¢ak do unapredenog redoks stanja u selektivno osetljivim
mozdanim strukturama zivotinja, dok visekratno delovanje TBS ne menja bitno redoks stanje

u odnosu na oksidativne promene u lipidima i proteinima.

VI 3. Medustarosne razlike u tkivnim parametrima

Ispitivanje TBS (i drugih protokola TMS) na malim zivotinjama je otezano zbog
nemogucnosti precizne selektivne stimulacije regiona mozga, jer i dalje ne postoji adekvatno
tehni¢ko reSenje za problem veli¢ine kalema za stimulaciju, posto su komercijalo dostupni
kalemi konstruisani za upotrebu u humanoj populaciji. Ova globalna stimulacija mozga tj.
aktiviranje brojnih interneuronskih grupa i razli¢itih neuronskih mreza, kao i komunikacija
izmedu razli¢itih regiona mozga, mozda su razlog odsustva razlike u pojedinim strukturama

pri jednokratnom 1 viSekratnom stimulisanju adultnih jedinki.
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U istrazivanju se u grupi mladih Zivotinja viSekratno tretiranih iTBS registruje
povecéana ekspresija VGIUT-1 u strijatumu, hipokampusu i malom mozgu (slika V 1.1b,c,d;
p<0,001). Ovaj podatak govori u prilog ¢injenici da se ekscitatorni efekat TBS ostvaruje
pove¢anom produkcijom transportera i posledicno ve¢im oslobadanjem Glu u sinapticku
pukotinu. Interesantno je da ovo ocekivano povecanje ekspresije VGIUT-1 u istoj grupi
izostaje u motornoj kori, a da u grupi adulta, visekratno tretiranih istim protokolom ¢ak dolazi
do smanjenja ekspresije transportera (slika V 1.1a). Obzirom da se ove dve grupe Zivotinja u
sprovedenim eksperimentalnim uslovima razlikuju isklju¢ivo u nedeljama starosti, uzrok
ovog smanjenja moze biti nedovoljna adaptacija presinaptickih neurona starijih zivotinja na
pojacanu ekscitacijsku stimulaciju. Smanjena ekspresija VGIUT-1 u motornoj kori nakon
jednokratne KTBS u grupi adulta, govori u prilog tome da ovaj protokol izaziva smanjenje
kortikalne ekscitabilnosti, $to je potvrdeno ispitivanjem Volz-a i saradnika, koji su takode
registrovali smanjenje ekspresije ovog transportera kod pacova koji su primili 600 pulseva po
protokolu kTBS (Volz i sar., 2013). Porast ekspresije vGIluT-1 u motornoj kori nakon KTBS
kod viSekratno tretiranih mladih Zivotinja moZe biti posledica razlike u metabolizmu i

sazrevanju neuronskih mehanizama izmedu mladih i odraslih jedinki.

Poredenjem visekratno u odnosu na jednokratno tretirane mlade Zivotinje, dobijena je
manja ekspresija transportera vGluT-1 u svim strukturama mozga nakon primene oba
protokola, osim u hipokampusu, gde je snizena ekspresija ovog molekula detektovana samo
nakon KTBS protokola (slika V 1.1). Identi¢nim poredenjem u grupama adulta, ekspresija
transportera je niZza nakon oba protokola u hipokampusu i u motornoj kori samo nakon i1TBS.
Ova manja ekspresija vezikularnog transportera nakon viSekratne stimulacije iTBS moze
upravo biti posledica pauza izmedu aplikacija (dva dana), kada dolazi do povecanja
otpornosti sinapse na ponovljenu stimulaciju. Smanjenje ekspresije transportera u svim
strukturama nakon visekratnog kTBS protokola odgovara osnovnoj paradigmi da ova vrsta
stimulacije dovodi do inhibitornih efekata, i da se oni odrzavaju viSe dana nakon poslednje

aplikacije.

Ekspresija vGIuT-1 u grupi mladih zivotinja viSekratno tretiranih kTBS u poredenju sa
adultima je snizena u svim strukturama, a u motornoj kori i nakon iTBS. Ovakav podatak
moze da govori u prilog tome da starije Zivotinje imaju sniZzeni kapacitet adaptacije na
dugotrajnu inhibiciju, jer se sa starenjem sniZzava prag otpornosti prema ekscitotoksi¢nosti,

koja je direktna protivteza inhibitornom uticaju kTBS (Camandola i Mattson, 2017).
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Na osnovu literaturnih podataka poznato je da u toku druge i trece nedelje sinapticke
diferencijacije predominantno dolazi do ekspresije vGIuT-1 transportera (De Gois i sar.,
2005). Endogena regulacija u toku razvoja i homeostatska kontrola ekspresije transportera u
toku funkcionalne diferencijacije, ucestvuje sa jedne strane u kontroli vezikularnog
transportera za glutamat, odnosno GABA sa druge strane, ¢ime se podeSava presinapticki
ekscitatorno/inhibitorni balans. U motornoj kori mladih zivotinja pronadena je negativna
korelacija (R= -0.967, p<0,05) u ekspresiji vGIUT-1 izmedu jednokratne i viSekratne
aplikacije KTBS protokola, §to govori u prilog promena u transportu glutamata zavisno od

broja ponavljanja istog protokola (tabela 1).

Astrociti reguliSu sinapse preko direktnih kontakata i sekrecijom solubilnih faktora
koji ciljaju pre- i postsinapticka mesta, jer utiCu na modulaciju strukture i funkcije
ekscitatornih i inhibitornih sinapsi (Farhy-Tselnicker i Allen, 2018). Ovo je osnova koncepta

"tripartitne sinapse", koja se sastoji od dva neurona i astrocita kao funkcionalne jedinice.
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Slika VI 6. Put od neurogeneze do sinaptogeneze preko astrogeneze (modifikovano
prema Farhy-Tselnicker i Allen, 2018)

E-embrionalni dan; PO-rodenje; P-postnatalni dan

Razvoj korteksa kod glodara pocinje stvaranjem neurona i njihovih populacija u
korteksu pre samog rodenja (E11-E18). Nakon toga se stvaraju astrociti §to po¢inje rodenjem
(PO) i nastavlja se u toku dve postnatalne nedelje (P1-P14). Na kraju, astrociti uéestvuju u
formiranju sinapse koja se stvara u toku prve dve postanatalne nedelje, tj. istovremeno sa

stvaranjem i maturacijom astrocita (P14). Kod mladih zivotinja, u regionu motorne kore,
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jednokratna primena oba protokola dovodi do povecanja ekspresije GFAP u odnosu na
visekratnu stimulaciju (slika V 1.5a; iTBS, p<0,01; kTBS, p<0,05). Chaudhry i saradnici su
1995. godine vizualizovali neke od specifi¢nih proteina u astrocitima u blizini sinapse
(GLAST, GLT-1), ¢ime su obezbedili moguénost koris¢enja ovih markera za astrocitni deo
tripartitne sinapse (Chaudhry i sar., 1995). Ovi podaci su u skladu sa sprovedenim
istrazivanjem, jer je u regionu motorne kore jednokratna primena iTBS protokola dovela do
povecanja ekspresije GLAST, GLT-1 i GFAP u odnosu na viSekratnu iTBS kod mladih
zivotinja (slike V 1.2a, V 1.3a, V 1.5a). Nakamura i saradnici su 2005. godine pokazali
imunoreaktivnost vGIuT1 transportera koji markira presinapticke terminale ekscitatornih
kortikalnih neurona sa nesto nizom ekspresijom na rodenju, ali sa postojanim poveéanjem u
toku maturacije. Rezultati ove studije potvrduju iznete Cinjenice jer je u svim ispitivanim
strukturama mozga visekratna primena kTBS protokola dovela do nize ekspresije vGIuT1 kod
mladih u odnosu na adultne Zivotinje (slika V 1.1) (Nakamura i sar., 2005). Morel i saradnici
su 2014. godine na knockout zivotinjama za VGIuT1 u korteksu pokazali da postoji slabiji
kontakt izmedu astrocita i sinapsi, Sto sugeriSe sveobuhvatnu ulogu ovih procesa u

glutamatnoj signalizaciji (Morel i sar., 2014).

Brojne uloge astrocita u CNS-u su ve¢ naglasene, izmedu ostalih odrzavanje mozdane
ekstracelularne jonske homeostaze (Catalani i sar., 2002), migracije i maturacije neurona
(Bezzi i sar., 2001), sinteze i preuzimanja neurotransmitera (Inazu i sar., 2001) i mogucnosti
skladiStenja energije u formi glikogena (Magistretti i sar., 1993). Sa klini¢kog aspekta,
astroglijalne celije su ukljuene u odrZavanje integriteta tkiva nakon oSte¢enja mozga
(Garcia-Segura LM, 1999) i modulaciju sinapticke funkcije na osnovu ponaSanja (Bacci i
sar.,, 1999). U tom smislu, hipokampus je mozdani region koji ima osnovnu ulogu u
prostornom ucenju i memoriji. U toku razvoja mozga, hipokampus je glavni target za
gonadalne steroide, hormone ukljucene u seksualnu diferencijaciju (Burgess i Hi a, 1993).
Astrociti 1 neuroni vr$e ekspresiju receptora za gonadalne hormone (Gasc i Baulieu, 1986).
Promene u ekspresiji GFAP, molekula uklju¢enog u odrzavanje morfologije astrocita,
opisane su u dentatnom girusu iz hipokampusa pacova sa estrusnim ciklusom (Hajos i sar.,
2000). Nixdorf-Bergweiler i saradnici su 1994. godine pokazali da se u CAl sektoru
hipokampusa ne menja samo morfologija, ve¢ i broj GFAP-imunoreaktivnih astrocita u toku
prve dve nedelje nakon rodenja (Nixdorf-Bergweiler i sar., 1994). To je u skladu sa

dobijenim rezultatima ovog rada gde su koriS¢ene zZivotinje vece starosti (mlade P28 i adulti
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P56) u kojima nisu registrovane znacajne promene U ekspresiji komponente intermedijernog
filamenta (GFAP) u regionu hipokampusa nakon jednokratne i viSekratne primene obe vrste
stimulacije (iTBS, KkTBS). Verovatni razlog neizmenjene astroglijalne populacije u
hipokampalnim presecima je zavrSen postnatalni razvoj u kome su astrociti klju¢ni za razvoj
sinapticke plasti¢nosti u hipokampusu (Laming i sar., 2000). GFAP imunoreaktivni astrociti
su u ranom postnatalnom razvoju specificno ukljueni u razvoj neuronskih veza preko

procesa LTP u hipokampalnim sinapsama (McCall i sar., 1996).

Kod adultnih Zivotinja, viSekratna primena iTBS protokola dovela je do poveéanja
ekspresije GFAP molekula u svim ispitivanim strukturama mozga u odnosu na mlade pacove
(slika V 1.5). Ve¢ je pomenuto da proces starenja uzrokuje brojne promene u osobinama
¢elija (Souza, 2015). Pored Cinjenice da je cerebralna homeostaza veoma usko kontrolisan
proces, u toku starenja osnovne karakteristike ovog sistema mogu postati disfunkcionalne.
Uloga glija ¢elija u ovom sistemu je od izuzetnog znacaja jer je uloga astrocita dokazana u
regulaciji homeostaze neurotransmitera, energetskom metabolizmu, antioksidativnoj zastiti i
anti-inflamatornom odgovoru. Kao vazni astrocitni marker, GFAP je povezan sa procesom
migracije i proliferacije, transportom glutamata i sintezom glutamina (Middeldorp i Hol,
2011). U tom smislu, rezultati pokazuju da visekratna primena iTBS protokola kod adulta
povecava ekspresiju ovog molekula, §to je zavisno od starosti jedinke i razlikuje se u odnosu

na mlade zivotinje.

Za razliku od drugih neurotrofina, BDNF uti¢e na prezivljavanje mnogih tipova
neurona u CNS i PNS (Lindholm i sar., 1993). U regionu motorne kore pacova nakon
visekratne primene iTBS registrovana je veca ekspresija BDNF kod mladih za razliku od
adultnih Zivotinja (slika V 1.4a; p<0,01). Ovi rezultati su u skladu sa podacima koje su dobili
Katoh-Semba i saradnici (1997) o smanjenju IRNK za BDNF u toku procesa starenja. Njihovi
rezultati takode pokazuju da je IRNK za BDNF visoko koncentrisana u mozgu pacova,
narocito kod adultnih Zivotinja, kao 1 da je Siroko distribuisana u razliitim regionima mozga

(Katoh-Semba i sar., 1997).

Najvaznija uloga razlicitih izoformi BDNF u toku razvoja mozga, vezana je za
procese neuro-, glio- i sinaptogeneze, regulaciju ¢elijske smrti i eliminaciju neadekvatno
formiranih veza (Kowianski i sar., 2018). Pozitivni i negativni uticaji koje BDNF izoforme

ispoljavaju u kontroli dinamickog balansa su neobi¢no vazni za odrzavanje fizioloske
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homeostaze. Dodatni faktori, kao $to su stadijum razvoja mozga, struktura mozga, ciljne
¢elijske populacije i faktori sredine, su takode od znacaja u ovom tipu regulacije. Odnos
izmedu pro-BDNF i m-BDNF izoformi se razlikuje izmedu razli¢itih faza razvoja mozga, kao
I razli¢itih mozdanih regiona. Morel i saradnici su 2014. godine pokazali da su u ranom
postnatalnom periodu registrovane vece koncentracije pro-BDNF, dok je m-BDNF
prevashodno dominantan kod adulta (Morel i sar., 2014). Pro-BDNF je vazan u modulaciji
mozdanih funkcija, posebno u toku razvoja, dok m-BDNF pokazuje izuzetan znacaj u
procesima koji se desavaju kod adulta, kao Sto su neuroprotekcija i sinapticka plasti¢nost.
Kako u istarazivanju nisu kori§éene Zivotinje sa velikom razlikom u stepenu starosti (4 i 8
nedelja), dobijeni rezultati nisu pokazali velike varijacije u ekspresiji BDNF u ispitivanim

strukturama mozga nakon primene obe vrste TBS stimulacije (slika V 1.4).

Izoforma m-BDNF ucestvuje u procesima razvoja neuro- i gliogeneze (Vilar i Mira,
2016), rasta neurita, dendritske arborizacije i formiranju dendritskih spina (Encinas i sar.,
1999). Fizioloski efekti m-BDNF su uglavnom povezani sa odrzavanjem sinaptricke snage i
smanjenjem ekscitabilnosti hipokampalnih  GABA-ergi¢kih interneurona, zajedno sa
poveéanjem LTP (Leal i sar., 2015). Kod adultnih Zzivotinja je jednokratna u odnosu na
viSekratnu iTBS stimulaciju, koja uzrokuje fenomene sli¢ne LTP, dovela do pove¢anja BDNF
ekspresije u regionu malog mozga (slika V 1.4d; p<0,05). Ovi rezultati pokazuju da je
povecana ekspresija BDNF u vezi sa povecanjem razvojnih procesa kod adulta, koji su
mnogo intenzivniji nakon jednokratne primene iTBS i za koje je potrebna veca mozdana
aktivnost 1 transmisija stimulusa u sinaptickom sistemu. Kowiafski i saradnici su 2018.
godine pokazali da je povecana ekspresija BDNF sa jedne strane rezultat stimulacije, dok sa
druge strane visok nivo BDNF jaca sinapticku potencijaciju, moduliSe akso-dendritsku

morfologiju i pozitivno uti¢e na neuronsku aktivnost (Kowianski i sar., 2018).
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VIl ZAKLJUCCI

1. Jednokratna primena protokola intermitentne TBS ni kod mladih, ni kod
adultnih pacova ne dovodi do promena u ekspresiji vezikularnog transportera vGIuT u

mozdanoj kori, strijatumu, hipokampusu i malom mozgu.

2. Visekratno primenjeni protokoli intermitentne TBS kod mladih pacova
povecéavaju ekspresiju vezikularnog transportera VGIUT u strijatumu, hipokampusu i
cerebelumu, dok primena ovog protokola kod adulta dovodi do smanjenja ekspresije

vGIUT u mozdanoj kori.

3. Jednokratno primenjen protokol intermitentne TBS dovodi do povecanja
ekspresije membranskih transportera GLAST u hipokampusu i malom mozgu mladih
pacova, dok se u selektivno osetljivim mozdanim strukturama adultnih Zivotinja ne

menja ekspresija ovog transportera.

4. Visekratno primenjen protokol intermitentne TBS dovodi do povecanja
ekspresije membranskog transportera GLAST u mozdanoj kori mladih pacova, dok se

u hipokampusu njegova ekspresija smanjuje.

5. Visekratna primena protokola intermitentne TBS dovodi do smanjenja
ekspresije GLT-1 u hipokampusu i cerebelumu adultnih Zivotinja, dok se kod mladih

Zivotinja ekspresija ovog transportera ne menja.

6. Kod mladih pacova jednokratna primena intermitentne TBS dovodi do
smanjenja ekspresije BDNF u hipokampusu, dok visekratna primena ovog protokola

izaziva smanjenje ekspresije BDNF u mozdanoj kori.

7. Kod adultnih Zivotinja, ni jednokratna, ni viSekratna primena intermitentnog i
kontinuiranog TBS protokola na menja ekspresiju BDNF u selektivno osetljivim

mozdanim strukturama

8. Visekratno primenjeni protokoli intermitentne TBS kod mladih pacova ne
menjaju ekspresiju GFAP u selektivno osetljivim strukturama mozga, dok kod

adultnih pacova povecavaju ekspresiju GFAP u hipokampusu i malom mozgu.

9. Jednokratna primena kontinuirane TBS kod adultnih zivotinja dovodi do

smanjenja ekspresije vezikularnog transportera vGIuT u mozdanoj kori, dok
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viSekratna primena ovog protokola povecava ekspresiju VGIUT u mozdanoj kori
mladih Zivotinja.
10. Jednokratno primenjen protokol kontinuirane TBS kod mladih pacova dovodi

do smanjenja GLAST u hipokampusu i njegovog povecanja u cerebelumu, dok kod

adultnih zivotinja dovodi do povecanja ekspresije GLAST u obe mozdane strukture.

11.  Visekratno primenjen protokol kontinuirane TBS kod mladih pacova dovodi
do visestrukog povecanja ekspresije GLAST u mozdanoj kori i strijatumu, dok se kod

adultnih zivotinja ekspresija ovog transportera ne menja.

12.  Jednokratna primena protokola kontinuirane TBS kod adultnih zivotinja
povecéava ekspresiju transportera GLT-1 u malom mozgu, dok ga u mozdanoj kori i

strijatumu smanjuje.

13. Visekratna primena protokola kontinuirane TBS kod adultnih Zivotinja
smanjuje ekspresiju transportera GLT-1 u hipokampusu i cerebelumu, dok se kod

mladih Zivotinja ne menja ekspresija ovog transportera.

14. Visekratna primena kontinuirane TBS kod mladih pacova dovodi do smanjenja
ekspresije BDNF u motornoj kori i cerebelumu, dok se kod adulta ekspresija ovog

molekula ne menja.

15. Visekratna primena protokola intermitentne TBS ne izaziva destruktivne
promene oksidativnog stanja u selektivno osetljivim mozdanim strukturama adultnih
Zivotinja.

16.  Jednokratna primena protokola intermitentne TBS ne povecava lipidnu

peroksidaciju u selektivno osetljivim moZdanim strukturama, ali povecava

oksidativno oSte¢enje proteina u strijatumu adultnih Zivotinja.

17. U selektivno osetljivim regionima mozga mladih zivotinja, ni jednokratna ni
viSekratna primena protokola intermitentne i kontinuirane TBS ne izaziva stanje

oksidativnog stresa.
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