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Rezime

Uticaj hronicne socijalne izolacije na mehanizam antioksidativne zaStite u

mozgu i jetri muzjaka pacova Wistar soja

Smatra se da je hronicni stres jedan od glavnih etioloSkih faktora u razvoju
psihijatrijskih i neurodegenerativnih bolesti, a mnogi nauc¢nici tvrde da se u osnovi
ovih bolesti nalazi i naruSena redoks ravnoteZa. Odgovor organizma na stres
zapoCinje aktivacijom i oslobadanjem glukokortikoidnih hormona koji deluju na
limbicke strukture mozga neophodne za adaptaciju, hipokampus i prefrontalni
korteks. Jedna od funkcija glukokortikoida jeste i da obezbedi brzu mobilizaciju
energetskih rezervi, jer organizam u stanju stresa ima neposrednu potrebu za
energijom. Ovi hormoni povecavaju nivo Sefera u krvi, dok u jetri indukuju
glukoneogenezu i povecavaju koli¢inu glikogena. U literaturi je poznato da
glukokortikoidi povecavaju proizvodnju reaktivnih kiseoni¢nih vrsta i da mogu da
naru$e ravnoteZu izmedu nastanka oksidanata i antioksidativne zaStite, Sto moZze
da dovede do stanja oksidativnog stresa. Za uspeSnu adaptaciju na stres, izmedu
ostalog, neophodan je adekvatan antioksidativni odgovor, koji ukljuc¢uje izmenjenu

ekspresiju ¢itavog skupa gena i proteina.

Uzimaju¢i u obzir navedene podatke, ispitivali smo promene u proteinskoj
ekspresiji redoks senzitivnog transkripcionog faktora Nrf2 i njegovog regulatora
proteina Keapl, kao i promene na nivou ekspresije gena regulisanih Nrf2-om, u
hipokampusu i prefrontalnom korteksu muzjaka stresiranih pacova Wistar soja.
Takode smo ispitivali promene u nivou proteina antioksidativne zastite
(superoksid dismutaza, katalaze, glutation peroksidaze i glutation reduktaze) i
njihovoj enzimskoj aktivnosti u ovim moZdanim strukturama. U jetri smo ispitivali
da li relativni odnos izmedu transkripcionih faktora osetljivih na stres, GR i NFkB,

moZe uticati na odgovor antioksidativne zasStite u datim uslovima.

U uslovima sniZene koncentracije glukokortikoida i sniZene koncentracije
glukoze u krvi, opisanim u hroni¢noj socijalnoj izolaciji, u jetri je dosSlo do
narusavanja ravnoteZe u antioksidativnoj zastiti, Sto za posledicu ima akumulaciju

H202 i stvaranje prooksidativnog stanja. U hipokampusu je izmerena smanjena
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aktivnost glutation peroksidaze, kao i smanjena jedarna aktivnost Nrf2, $to znaci
da je hroni¢ni stres smanjio antioksidativni kapacitet ove mozdane strukture i
ucinio je osetljivom na naknadna oksidativna oStecenja. U prefrontalnom korteksu
je doSlo do aktiviranja antioksidativne zaStite, usled povecanih energetskih
zahteva i povecane produkcije ROS-a u ovim uslovima. Adaptivni antioksidativni
odgovor na naknadni akutni stresor izostao je u obe moZdane strukture hroni¢no
stresiranih  Zivotinja. Razli¢it antioksidativni odgovor u hipokampusu i
prefrontalnom korteksu u uslovima hroni¢nog stresa moZe biti jedna od
funkcionalnih razlika izmedu ove dve moZdane strukture kao i pokazatelj njihove
razlicite osetljivosti na oksidativni stres. Ovakvi uslovi mogu ugroziti moguénost
interakcije i uspesnog adaptivnog odgovora hipokampusa i prefrontalnog korteksa
na stres, Sto se ogleda i u izmenjenom ponasanju Zivotinja, a Sto preneto u oblast
biomedicine moZe objasniti potencijalne uslove za razvoj psihijatrijskih oboljenja

izazvanih stresom.

Kljuc¢ne reci: hronicni stres, hipokampus, prefrontalni korteks, jetra, oksidativni

stres, antioksidativna zastita, ponasanje
Naucna oblast: Biologija
UZa naucna oblast: Neurobiologija

UDK broj: 591.51:[57.048+57.043]:591.481:57.052(043.3)
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Abstract

The effect of chronic social isolation on antioxidant defense mechanism in

brain and liver of male Wistar rats

Chronic neuroendocrine stress has been considered as an etiological factor
for the onset and exacerbation of many psychiatric and neurodegenerative
disorders, with redox imbalance underlying pathogenic mechanisms for many of
these disorders. Stress response begins with the activation and release of
glucocorticoid hormones which affect limbic brain regions important for
adaptation, such as hippocampus and prefrontal cortex. One of the functions of the
glucocorticoids is to provide fast energy mobilization, because when in stress,
organism has increased energy demands. These hormones increase blood sugar
level, while in liver they induce gluconeogenesis and increase the level of glycogen.
It is well known that glucocorticoids increase the production of reactive oxygen
species, and they can also disturb the balance between the production of oxidants
and the activity of antioxidant systems, leading to state of oxidative stress.
Successful adaptation to stress requires adequate antioxidant response, which
includes altered expression of whole array of genes and proteins.

Taking into account that chronic social isolation may compromise the redox
balance, we measured cellular distribution of redox sensitive Nrf2/Keap1 system
and the expression of genes regulated by Nrf2 in hippocampus and prefrontal
cortex of chronically stressed male Wistar rats. We also measured protein level
and enzymatic activity of antioxidant enzymes (SODs, catalase, glutathione
peroxidase and glutathione reductase) in these brain structures. In liver, we
wanted to determine whether alterations in protein level of transcription factors
sensitive to stress, glucocorticoid receptor and nuclear factor kappa B, could affect
protein level/activity of liver antioxidant enzymes.

When glucocorticoid levels were low, as found in chronic social isolation,
the antioxidant defense system in the liver was not synchronized, leading to the
accumulation of H202. In hippocampus we detected decreased activity of GPx,
while Nrf2 was not efficiently translocated to the nucleus, indicating poor

antioxidant capacity of this brain region for the upcoming oxidative insults. In
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prefrontal cortex antioxidant defense system was activated in response to chronic
stress, implying high energy demands and increased ROS production. Adaptive
antioxidant response to subsequent acute stress was missing in both brain
structures of chronically stressed rats. Different antioxidant response of
hippocampus and prefrontal cortex under chronic stress could be one of the
functional differences between these two brain structures, and it can serve as an
indicator of their different susceptibility to oxidative stress. Such conditions may
compromise the interaction between hippocampus and prefrontal cortex, and
successful adaptive stress response, leading to altered behavior, which in the field
of biomedicine could explain possible development of psychiatric stress-related

disorders.

Keywords: chronic stress, hippocampus, prefrontal cortex, liver, oxidative stress,

antioxidant defense, behavior

Research area: Biology
Research field: Neurobiology

UDC number: 591.51:[57.048+57.043]:591.481:57.052(043.3)
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SKRACENICE:

ACTH - adrenokokortikotropni hormon (eng. adrenocorticotropic hormone)

ALT - alanin aminotransferaza

ANOVA - analiza varijanse (eng. analysis of variance)

AOS - antioksidativni zaStitni sistem (eng. antioxidant system)

AP-1 - aktivacioni protein-1

ARE - cis-vezana sekvenca DNK regulisana antioksidantima

(eng.antioxidant response element)

ATP - adenozin tri fosfat

BSA - govedi serum albumin (eng. bovine serum albumin)

BTB - domen ,cigla na ciglu“ (eng. bric-a-brac)

CNS - centralni nervni sistem

CRF - kortikotropin oslobadajudi faktor (eng. corticotropin releasing
factor)

CuZnSOD - bakar cink superoksid dismutaza

DBD - DNK vezujuci domen (eng. DNA binding domain )

DEPC - dietilpirokarbonat

DGR - poznatiji kao Kelch domen

DLG - vezujuce mesto slabog afiniteta

DNK - dezoksiribonukleinska kiselina (eng. deoxyribonucleic acid)

DTT -ditiotreitol

EAAC1 - ekscitatorni aminokiselinski nosac 1 (eng. excitatory amino acid
carrier 1)

ECL - pojaCana hemiluminescencija (eng. enhanced chemiluminescence )

EDTA - etilendiaminotetrasircetna kiselina

ELISA - enzimski imuno esej (eng. enzyme-linked immunoadsorbent assay)

EPM - test izdignutog plus lavirinta (eng. elevated plus maze)

ETGE - vezujuce mesto visokog afiniteta

FAD - flavin adenin dinukleotid

FST - test forsiranog plivanja (eng. forced swimming test)

GCL - g-glutamilcistein sintaza
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Gclm
GLR
GPx
GR
GRE
GS
GSH
Gsr
GSSG
GST
Gsta 3
Hif-1
HNE
HPA

HRP
HSP
IL-1
iRNK
IVR
JNK
Keapl
LBD
MAO

MAP kinaza

MnSOD
NADPH
Neh
NES
NFkB
NKT
NLS

- gen za glutamat cistein ligazu

- glutation reduktaza (glucocorticoid responsive element)

- glutation peroksidaza

- glukokortikoidni receptor

- regulatorna sekvenca DNK regulisana glukokortikoidima (eng.

- glutation sintaza

- redukovani glutation

- gen za glutation reduktazu

- oksidovani glutation

- glutation S-transferaza

- gen za glutation S transferazu

-faktor indukovan hipoksijom (eng. hypoxia-inducibile factor)

- 4-hidroksi-2,3-nonenal

- hipotalamo-hipofizno-adrenalni(eng. hypotalamic-pituitary-
adrenal)

- peroksidaza iz rena (eng. horseradosh peroxidase)

- proteini toplotnog Soka (eng. heat shock proteins)

- interleukin-1

- informativna RNK

- eng. intervening region

- c-Jun-N-terminalna kinaza

- Kelch ECH vezani protein 1 (eng. Kelch ECH associated protein 1)

- ligand vezuju¢i domen (eng. ligand binding domain)

- monoamino-oksidaza

- mitogen-aktivirana protein kinaza

- mangan superoksid dismutaza

- nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

- Nrf2-ECH homolozi

- jedarni eksportni signal (nuclear export signal, NES)

- nuklearni faktor kappa B

-prirodne cCelije ubice (eng. natural Killer cells)

- signal za jedarnu lokalizaciju (eng. nuclear localization signal)
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Nrf2

oD
PAG
PCR
PFC
PI3K
PKB
PMSF
PVDF
RNK
ROS
RTqPCR

SAM
SDS
SEM
SLASA

SNS
SOD
TEMED
TMB
TNF

- nuklearni faktor eritroid 2 vezani faktor 2 (engl. nuclear factor
erythroid 2-related factor 2)

- opticka gustina (eng. optical density)

- poliakrilamid gel

- lanc¢ana reakcija polimeraze (eng. polymerase chain reaction)

- prefrontalni korteks

- fosfatidilinizitol 3 kinaza

- protein kinaza B

- fenilmetilsulfonil fluorid

- poliviniliden fluorid

- ribonukleinska kiselina (eng. ribonucleic acid)

- reaktivne vrste kiseonika (eng. reactive oxygen species)

- kvantitativni PCR u realnom vremenu (eng. real time quantitative
PCR)

- simpato-adreno-medularni

- natrijum dodecil sulfat

- standardna gresSka srednje vrednosti (eng. standard error of mean)

- srpsko udruzenje za koriscenje Zivotinja u nauci i obrazovanju (eng.
Serbian Laboratory Animal Science Association)

- simpaticki nervni sistem

- superoksid dismutaza

- N,N,N’,N’-tetrametil-etilendiamin

- tetrametilbenzidin

- faktor nekroze tumora (eng. tumor necrosis factor)
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1.1. Stres i reakcija organizma na stres

Svaki od faktora sredine, ukoliko je prekomeran po intezitetu i po trajanju,
moZe da deluje stresogeno na Zivi organizam. Stresnim stanjem ili stresom
nazivamo izmenjeno ravnotezno stanje fiziolosSkih procesa. Stabilnost unutrasnje
sredine, integracija organizma i adekvatno reagovanje na promene u spoljasnoj
sredini se postiZu prvenstveno regulatornom aktivno$¢u nervnog, endokrinog i
imunskog sistema koja je poznata i kao odgovor na stres (Chrousos i Gold, 1992;

Pacak i Palkovits, 2001).

Jo§ 1878. godine Klod Bernard je prvi opisao aktivnosti organizma u cilju
oCuvanja unutrasSnje stabilnosti pod uticajem razlic¢itih cCinilaca koji deluju iz
spoljasne sredine. Prvi koncept i odgovarajuce definicije stresa je prvi izneo Volter
Kenon 1914. godine, a neSto kasnije, 1936. godine i Hans Selye. Ovi istrazivaci su
otkrili da dugotrajno delovanje negativnih stimulusa kao Sto su bol, glad, Zed,
nepovoljni klimatski uslovi, kao i delovanje drugih Stetnih Cinilaca prouzrokuje
promene fizioloSkih parametara u organizmu koje mogu da dovedu do poremecaja

homeostaze i potencijalno do razvoja patoloskih stanja.

Hans Selye je prvi uveo originalni koncept stresa, definiSuéi stres kao
nespecificni odgovor organizma na izmenjene uslove sredine, a stresor kao
stimulus koji izaziva stres. Nespecifican odgovor na stresor Selye je definisao kao
generalni adaptacioni sindrom, koji ¢ine tri sukcesivne faze (Slika 1). Prvi, akutni
stadijum fizioloSkog odgovora organizma cini kratkotrajna i brza alarmna
reakcija ,bori se ili bezi“, kada telo mobilisSe svoje energetske rezerve da bi se
suocilo sa opasnoS$cu, i kada se aktivira hipotalamo-hipofizno-adrenalni (HPA, eng.
hypotalamic-pituitary-adrenal)  sistem, simpaticki nervni sistem (SNS),
nadbubreZne Zlezde, i kardiovaskularni i respiratorni sistem. Istovremeno se
obustavlja sekrecija anabolickih hormona, kao $to je npr. insulin. Organizam daje
prednost aktivnostima koje mu omogucavaju opstanak (povecan kardiovaskularni
ton, nivo respiracije i metabolizma), u odnosu na svoje druge potrebe (ishrana,
digestija, rast, reprodukcija i imunitet) (Sapolsky i saradnici, 2000). Zato, tokom

alarmne reakcije opada produktivnost i rezistentnost na infekcije. Ako stresor duze
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deluje na organizam, tada alarmna reakcija prelazi u fazu adaptacije. U ovoj fazi
organizam pokuSava da se prilagodi uticaju negativnog stimulusa. Sekrecija
adrenalnih hormona je i dalje u porastu, kako bi raspoloZive energetske rezerve
uvek bile dostupne, ali ako stresor nije jakog intanziteta, tada se nivo hormona
nadbubreZzne Zlezde ipak moZe vratiti u fizioloSke granice. U ovoj fazi je
rezistencija na bolesti uglavnom normalna. Takode postoje i dokazi da stresori
srednje jacine, na Cije delovanje Zivotinja uspe da se adaptira, omogucavaju kasnije
Zivotinji da se lakSe prilagodi delovanju stresora jaceg intenziteta. Medutim, ako
jacina i duZina delovanja stresora prevazidu adaptacionu moc¢ organizma, tj. ako
metabolicko i fizioloSko reorganizovanje budu takvog stepena da idu na Stetu
organizma, dolazi do faze iscrpljenosti. U ovoj fazi, pored podloZnosti infekcijama,
Ceste su metabolicke bolesti i poremecaji u ponasanju, a moguca je ¢ak i smrt
organizma. Neke od patoloskih promena koje nastaju kao posledica dugotrajnog
delovanja stresora su hipertrofija nadbubreZnih Zlezda, atrofija timo-limfati¢nog

sistema i gastri¢na ulceracija.

Otpornost organizma na stres traje dok
A jadina i duZina delovanja stresora ne
prevazidu adaptacionu mo¢ organizma

)

o Stresor

g

©
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Alarmna Faza Faza
reakcija adaptacije iscrpljenosti

Slika 1. Generalni adaptacioni sindrom - faze odgovora na stres

Jedna od vaznih karakteristika uspeSnog suocavanja sa stresom je da se
fizioloSki sistemi ne samo efikasno ukljuce onda kada su potrebni, nego i da se
iskljuce nakon delovanja stresora. Zbog toga, ako se neuroendokrini sistem
nedovoljno brzo mobiliSe, ili se nedovoljno brzo iskljuCuje posle delovanja

stresora, poviSeni nivoi hormona mogu postati opasni za organizam, i mogu
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dovesti do niza bolesti izazvanih stresom, kao $to su hipertenzija, moZdani udar,

dijabetes, gojaznost, autoimuna i inflamatorna oboljenja (McEwen, 1998).

U danasnje vreme stresu se pridaje sve ve¢i znacaj. Stres je pojam koji se
prili¢no Cesto koristi, ali ga je zbog kompleksnosti i sve teZe u potpunosti definisati.
Obi¢no se opisuje kao negativan osecaj koji moZe imati uticaj na pojavu
psihosomatskih poremecaja, povec¢ane sklonosti ka infekcijama, kao i ¢inilac koji
naruSava dobrobit i prouzrokuje patnju organizma, mentalno i fizicko zdravlje, ali
je nejasno Sta tacno definiSe stres, odnosno da li je stres uzrok, posledica ili oboje.
Stres je prirodna pojava, Cesto se pojavljuje u modernom Zivotu, ali ne oznacava
samo negativno iskustvo. Richard Lazarus je 1974. godine objavio model kojim je
stres podelio na eustres i distres, gde se eustresom smatra stres koji ima pozitivne
efekte na individuu, dok distres ima negativni efekat. Drugi istraZivaci smatraju da
je nepotrebna podela stresora na dobre i loSe, jer svaki stresor, koji deluje Cesto i
dugo moze imati Stetne posledice za organizam. Sposobnost organizma da se
prilagodi i funkcioniSe na novom nivou kako bi odgovorio promenjenim zahtevima
spoljasnje ili unutrasnje sredine i omogucéio opstanak naziva se alostaticki odgovor.
Kada se uslovi sredine menjaju, vracanje u ravnoteZu tj. odrZavanje homeostaze
moZe biti problemati¢no. Simptomi stresa su drugaciji kod svake jedinke. Neki
uobicajeni telesni simptomi mogu da uklju¢e poremecaje spavanja, uznemirenost,
promene u raspoloZenju, napetost miSi¢a, promene u prehrambenim navikama,
probavne smetnje, gubitak energije i umor. Naravno, nijedan od ovih simptoma ne
mora nuzno oznacavati stres, ve¢ mogu biti prouzrokovani drugim zdravstvenim ili

psiholoSkim stanjima.

Danas termin “stres” ima mnogo Sire znacenje i definiSe se kao pokusaj
organizma da se prilagodi na uslove Zivota, pri ¢emu u ovoj adaptaciji angazuje
svoje fizioloSke kapacitete kao i kapacitete unutar svih oblika ponaSanja. Drugacije
receno, stres oznacava pokusSaj organizma da fizioloSke funkcije organizma i svoje
ponasSanje prolagodi uslovima Zivota. S toga se stres po najnovijem shvatanju moze
Sire definisati kao kompleks reakcija od momenta delovanja stresora na
organizam, preko pokuSaja organizma da savlada delovanje stresora ili da mu se

prilagodi do kona¢nog ishoda.
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1.2. Tipovi stresora

U odnosu na vremenski aspekt stresnog odgovora moZe se uociti razlika u
delovanju izmedu akutnog (1 sat ili manje), ponavljaju¢eg (intermitentnog) i
hroni¢nog stresora (koji traje i do nekoliko nedelja). Habituacija na ponovljeni ili
hronic¢ni stresor je moguca, ali u slucaju da nije uspesna, do¢i ¢e do prekomernog
oslobadanja hormona stresa Sto moZe dovesti do patofizioloSkih promena. Takode,
fizioloSke reakcije na neki stresor nisu generalne, ve¢ variraju zavisno od tipa
stresora i razlika medu individuama. Svaki stresor moZe izazvati razliite
neuroloske, endokrine i metabolicke promene, kao i promene u ponasSanju.
Razliciti stresori se razlikuju i po intenzitetu koji se odreduje na osnovu nivoa

oslobodenih hormona stresa (Baldi i Bucherelli, 2005).

1.2.1. Akutna imobilizacija - paradigma normalnog odgovora na

stres

Akutni stresori su vremenski ograniceni dogadaji koji mogu biti fizicke,

emocionalne ili psiholoske prirode, i
Alostaza
, N ool koji imaju jasno odreden pocetak i kraj.
"\ odgovora Tokom odgovora na akutni stresor,
fizioloski procesi preusmeravaju
Stres Oporavak iskoriScavanje energije izmedu
Jptchopnin razlicitih organa i dolazi do mobilizacije
ghukokortikoidi + / receptor
~ energetskih rezervi, kako bi organizam
A |
N bio ponovo spreman za nepredvidene
steroidni receptor Y ’ dogadaje. Povetano  snabdevanje
o ' . iy
e organa energijom se postize
3 .. . . .
‘ aktiviranjem SNS i HPA sistema,
) - oslobadanjem kateholamina i
éelija N\
v glukokortikoida koji povecavaju
fizioloski 1
patofizioloski efekti glukoneogenezu i glikogenolizu,
Slika 2. Alostati¢ki odgovor tokom akutnog stresa: . . . . . .
uleice SNS i HPA sistema. inhibiraju  preuzimanje glukoze i
5
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povecavaju proteolizu i lipolizu (O'Connor i saradnici, 2000). Dolazi do ubrzanog
rada srca, pojacanog disanja i povecanja krvnog pritiska. Krv se preusmerava iz
akutnog stresnog odgovora dolazi do kompletnog oporavka fiziolosSkog stanja
organizma, i rezultat je kompletna adaptacija. Dakle, sistem reaguje na akutni
stresor zapocinjanjem adaptivnog odgovora, odrZavanjem nivoa adaptivnog

odgovora i njegovim gaSenjem (Slika 2).

Stres izazvan imobilizacijom utice na nagli porast koncentracije
noradrenalina i adrenalina, i definisan je kao intenzivan fizicko-emotivno-
psihosocijalni stres (Garcia i saradnici, 2000) i u studijama se koristi kao model
normalnog odgovora na stres (McEwen, 1998a). Nivo adrenalina, noradrenalina i
adrenokokortikotropnog hormona (ACTH) dostiZe najvecu vrednost u prvih 30
min od pocetka imobilizacije, da bi se potom smanjio na stabilnu, ali ipak povisenu
vrednost. Sa druge strane, nivo kortikosterona dostiZe svoju maksimalnu vrednost
posle 30 minuta od pocetka imobilizacije (Kvetnansky i Mikulaj, 1970; Dronjak i
saradnici, 2004). Adaptivni odgovor na imobilizaciju, tj. vra¢anje nivoa hormona
stresa na bazalni nivo se javlja tek nakon 2-3 h od prestanka imobilizacije (Garcia i

saradnici, 2000).

U odsustvu stresa kod svih do sada ispitanih sisara je konstatovano da je
sekrecija glukokortikoida ogranicena na jedan kraci period u toku 24 casa. Tako je
kod pacova sekrecija glukokortikoida najniZa ujutro, pa se efekti razlicitih stresora

mogu tada najpreciznije studirati (Furay i saradnici, 2006).

1.2.2. Hroni¢na socijalna izolacija - model za proucavanje

poremecaja raspoloZenja

Dugotrajni stres je jedan od glavnih faktora u nastanku mnogih oboljenja.
Hipertenzija, gastritis, hiperinsulinemija, hiperglikemija, kardiovaskularne bolesti i
poremecaji raspoloZenja, samo su neka od brojnih oboljenja koja se vezuju za stres
(Endo i Shiraki, 2000). Zbog toga je veoma vazno istraziti efekt dugotrajnog stresa
na organizam. Preduslov da bi se uopste govorilo o dugotrajnom stresu je hroni¢no

delovanje stresora koje moZe trajati tri ili viSe nedelja. Kada se Zivotinje izlazu
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takvom tretmanu moze do¢i do dva ishoda: do navikavanja na delovanje stresora
ili do stanja hronitnog stresa. Ove dve mogucénosti se razlikuju i u pogledu
bazalnog nivoa glukokortikoida i u pogledu promena do kojih dolazi u ponasSanju
jedinke. Neke Zivotinje pokazuju generalno promenjeno ponaSanje u smislu
povecane nesigurnosti (na primer: potrebno im je duZe vremena da pronadu izlaz
iz novonastale situacije, ili im je smanjena sposobnost istraZivanja ako se nadu u
novoj i nepoznatoj okolini i sl.). Do navedenih promena ne dolazi kod Zivotinja koje
su se uspesno adaptirale na hroni¢no delovanje stresora. Koji ¢e se od ova dva
ishoda desiti zavisi od mnogih faktora: genetske predispozicije, ranijeg iskustva
jedinke i njene starosti, vrste stresora, intenziteta stimulusa, njegovog trajanja i dr.
(Ottenweller i saradnici, 1989). Svaki stresor ima sopstveni neurohemijski , potpis“
sa kvantitativno i kvalitativno razli¢itim centralnim i perifernim putevima
regulacije i mehanizmima delovanja (Djordjevi¢ i saradnici, 2003) i ovo treba imati
u vidu prilikom koriS¢éenja modela hroni¢nog stresa u analizi poremecaja
raspoloZenja. Poslednjih godina, razvijeni su Zivotinjski modeli koji se koriste za
proucavanje poremecaja raspoloZenja kao i efikasnosti terapije koja se Kkoristi u
lecenju ovih poremecaja. Naime, hroni¢ni stres se Kkoristi za izazivanje i
proucavanje promena u centralnom nervnom i neuroendokrinom sistemu koje
imaju dosta slicnosti sa promenama koje nastaju u razvoju poremecaja
raspoloZenja. Medu njima, od posebnog su znacaja oni sa psihosocijalnom
komponentom, jer je poznato da socijalni stres kod Zivotinja dovodi do razvoja
simptoma koji dosta podsecaju na one koji su primeceni kod pacijenata koji boluju
od depresije. Iako je patofiziologija depresije joS uvek nedovoljno razjaSnjena,
studije su pokazale da deficit u energetskom metabolizmu mozga moZe igrati bitnu

ulogu u razvoju ove bolesti (Harvey, 2008).

Socijalna izolacija laboratorijskih Zivotinja je hroni¢ni tip stresora
definisan kao nedostatak socijalne interakcije izmedu Zzivotinja (House, 2001),
kada Zivotinja ima normalna auditorna i olfaktorna iskustva, ali nema vizuelne niti
taktilne kontakte, odnosno ne moZe da dotakne ili da bude dotaknuta od strane
druge Zivotinje u koloniji (Sanchez i saradnici, 1998). Socijalna sredina je znacajan

faktor regulacije razvoja limbickog HPA sistema i verovatno je odgovorna za
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individualne razlike u osetljivosti na stres. Neki autori su pokazali da dugotrajna
socijalna izolacija prouzrokuje hipofunkciju HPA sistema kod odraslih pacova
(Sanchez i saradnici, 1998; Malkesman i saradnici, 2006). Retana-Marqgez i
saradnici (2003) su u jednoj od brojnih studija utvrdili da dugotrajna socijalna
izolacija posle kratkog perioda dojenja prouzrokuje hipofunkciju HPA sistema kod
odraslih pacova. Ova hipofunkcija je posebno izraZena posle izlaganja pacova
starih 16 dana akutnom stresu socijalne izolacije. Medutim, kod Zivotinja koje su
podvrgnute hroni¢nom stresu ogranicavanja (engl. restraint) uocen je povecan
bazalni nivo glukokortikoida (Zafir i Banu, 2009). Dakle, aktivacija HPA sistema
zavisi od vrste stresa, duZine trajanja stresa i od perioda (dan, vece) kada su

Zivotinje izlagane stresu.

1.3. Stres i ponaSanje

Biheviorizam je pristup u psihologiji koji se temelji na Cinjenici da je
ponasanje vredno naucnog istraZivanja, i pretpostavlja da se nau¢ne metode mogu
primenjivati na ponasanja koja se mogu opazati i meriti. Bihevioristi smatraju da je
posmatranje ponasanja najpouzdaniji nacin istrazivanja psiholoskih i mentalnih
procesa i da ponaSanje odslikava stanje nervnog sistema. U odgovoru na stres,
osim fizioloskih promena, deSavaju se i brojne promene na nivou ponasanja, a sve
u cilju poboljSanja uslova za preZivljavanje individue i vracanja u stanje
homeostaze. Na nivou ponasanja odgovor moZe obuhvatati izmenjene kognitivne
funkcije (npr. pojacanu paZnju), promene u motivaciji (npr. redukcija u ishrani i
seksualnoj aktivnosti), emocionalnost (npr. agresiju, strah) i neosetljivost na bol
(analgeziju) (McEwen, 1998b). PonaSanje Zivotinja predstavlja direktan odgovor
organizma na okolinu pri ¢emu Zivotinja teZi da se prilagodi uslovima spoljasnje ili
unutrasnje sredine (Whishaw i Kolb, 2005). Cilj analize ponaSanja laboratorijskih
Zivotinja je da se razume molekularna signalizacija koja se nalazi u osnovi
ponaSanja, i kako promene u molekularnoj signalizaciji utiCu na promene u

ponasanju.

U analizi ponaSanja Zivotinja je moguce pratiti viSe elemenata: opSte stanje

Zivotinje koje obuhvata analizu oblika i teZine tela, temperature tela, stanja brkova,
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krzna i repa, kao i analizu CistoCe i izgleda kaveza u kome Zivotinja boravi;
senzomotorno ponasanje Ciji je cilj da se ocene senzorne i motorne mogucnosti
Zivotinje i to odgovor na zvucne, mirisne, dodirne i Cujne stimulise Zivotinje u
kavezu i u nepoznatom otvorenom polju; refleksi i polozaj tela pri ¢emu se prati
drzanje, uspravljanje i postavljanje u odredeni poloZaj; lokomotorna aktivnost koja
obuhvata sva delovanja kojima se Zivotinja premesta sa jednog mesta na drugo
(Setanje, trcanje, plivanje, eksploratorna aktivnost, okretanje); spretnost (eng.
skilled movement) koja se odnosi na analizu odredenih uveZbanih pokreta u koje
spadaju pritiskanje poluge, dohvatanje hrane kroz otvor, penjanje uz konopac i
merdevine i kretanje po gredi; ponasanja koja su karakteristi¢na za vrstu kao Sto
su timarenje, prenoSenje hrane, pravljenje gnezda, socijalno ponasSanje, agresija,
seksualno ponasSanje, briga o potomstvu i igra. Ovi oblici ponasanja pripadaju tzv.
stereotipnim aktivnostima. Ucenje obuhvata analizu memorije, pasivnog
izbegavanja i prepoznavanja objekata, zatim analizu uslovljene naklonosti za
mesto, analizu ponaSanja poznatog kao odbrambeno zakopavanje i analizu
prostorne navigacije. Za razlicite tipove ucenja i memorije razvijeni su brojni
testovi i aparature od kojih se najviSe koriste razli¢ite vrste lavirinata koji mogu
biti postavljeni na suvom (npr. zrakasti lavirint ili lavirint u obliku slova T) ili u

vodi (npr. Morisov test vodenog lavirinta).

U poslednje vreme postoji sve viSe dokaza o tome da pored fizioloSkih
promena, stres moduliSe kognitivne funkcije mozga i da tako moZe uticati na
ponasanje. Stavise, veruje se da su stresna iskustva tokom Zivota tesno povezana
sa razvojem psiholoskih promena u domenu kognitivnih funkcija koje mogu
dovesti do neuropsihijatrijskih oboljenja (Mazure, 1995; Heim i Nemeroff, 1999).
Kod ljudi se socijalni tipovi stresa smatraju glavnim etioloskim faktorom u razvoju
poremecaja ponasanja, kao Sto su anksioznost i depresija (Kessler i Frank, 1997).
Zivotinjski modeli socijalnog stresa mogu biti akutni ili hroni¢ni, ali svi imaju
intenzivan uticaj na ponasanje. Hroni¢na socijalna izolacija se smatra modelom koji
je najblizi ljudskim studijama psihosocijalnog stresa. Naime, poSto su pacovi
Zivotinje koje prirodno Zive u grupama, dugotrajna izolacija je kontinualna i

kvalitativno drugacija od drugih modela hroni¢nog stresa. Najupecatljivija
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promena u ponaSanju, do koje dolazi zbog socijalne izolacije, je povecanje
agresivnosti kod muzjaka glodara, ¢ak iako je u pitanju relativno kratak period
izolacije (Brain, 1975). Pacovi liSeni socijalnog kontakta sa drugim pacovima u
toku ranog perioda svog razvoja, pokazuju odredene promene na nivou ponasanja
(Einon i Morgan, 1977), postaju agresivni, neofobi¢ni i agresivni su pri
resocijalizaciji (Wongwitdecha i Marsden, 1996). Takode, testovi ponaSanja za
ispitivanje anksioznosti, kao Sto su test izdignutog plus lavirinta i test svetlo-tamne
kutije, su pokazali da socijalna izolacija kod glodara dovodi do poviSenog nivoa

straha (Voikar i saradnici, 2005).

Kao Sto je ve¢ pomenuto, hroni¢ni stres, a posebno socijalni tipovi
hroni¢nog stresa, se smatraju bitnim ¢iniocima u etiologiji anksioznosti i depresije.
Anksioznost je kod ljudi emocionalno iskustvo koje moze biti opisano psiholoskim
simptomima kao Sto su zabrinutost, nemir i strah i fizioloSkim simptomima kao Sto
su znojenje, ubrzan rad srca i drhtavica. Za razliku od straha, anksioznost nije
odgovor na specifican stimulus i prisutnu pretnju, ve¢ odgovor na potencijalno
prisustvo pretnje (Voikar, 2006). Metode za testiranje anksioznosti na glodarima
se mogu podeliti u dve kategorije i to na uslovljene i neuslovljene ili etoloSke.
Etoloski testovi se zasnivaju na prirodnim stimulusima koji mogu izazvati stanje
anksioznosti i bazirani su na eksploratornoj aktivnosti. RavnoteZa izmedu straha
od nepoznatog prostora i instinktivne radoznalosti Zivotinje odreduje njeno
ponasanje u ovakvoj situaciji. Jedan od naj¢eS¢e primenjivanih etoloskih testova za
ispitivanje eksploratorne aktivnosti i prostorne naklonosti pacova i miSeva (Hogg,
1996) je ve¢ pomenuti test izdignutog plus lavirinta (eng. elevated plus-maze test,
EPM), u kome je Zivotinji omoguceno da se krece u opasnoj zoni (otvoreni kraci
lavirinta) ili da ostane u sigurnoj zoni (zatvoreni kraci lavirinta). Kretanje Zivotinje
po otvorenim kracima lavirinta, bilo da je ono prinudnog ili dobrovoljnog
karaktera, povezano je sa poviSenim nivoom kortikosterona u plazmi, pove¢anom
defekacijom, hormonalnim promenama kao i promenama u ponasanju, svim
simptomima koji su indikativni za poviSenu anksioznost. Broj ulazaka u otvorena
polja lavirinta i vreme provedeno u njima odraZavaju konflikt izmedu straha i

istraZivacke aktivnosti i pokazale su se kao dve kriticne determinante anksioznog
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ponasanja (Pellow i saradnici, 1985). Glodari imaju prirodnu tendenciju da se
kre¢u po tamnom i zatvorenom prostoru, izbegavajuci otvoren proctor. Direktna
korelacija izmedu kretanja po otvorenom prostoru i anksioznosti je pokazana
primenom anksiolitickih lekova, koji su redukovali averziju Zivotinja prema
otvorenom prostoru i pojacali njihovu eksploratornu aktivnost (Fernandes i File,
1996). Zbog kompleksne psiholoske simptomatologije depresije kod ljudi, njeno
modeliranje kod glodara je vrlo teSko. U stvari, patologija depresije se ne moZe
rekapitulirati kod glodara, ali se mogu meriti specificna ponaSanja (tzv.
endofenotipovi) koja su relevantna za depresiju kod ljudi. Depresija je cesto
opisana kao manifestacija nesposobnosti da se jedinka izbori sa stresom (Kessler i
Frank, 1997) pa se modeliranje vrsi u Zivotinjama izloZzenim stresnim sitacijama
koje izazivaju prepoznatljive promene ponasSanja. Test forsiranog plivanja (eng.
forced swimming test, FST) je metoda pomocu koje se procenjuje beznadeZnost

(eng. behavioral despair) u

- - — — stresnim situacijama.
imobilnost plivanje penjanje

E E E Porsolt (1977) i saradnici

su primetili da miSevi i
pacovi pusteni da plivaju
u ograniCenom prostoru
iz koga nema izlaza vrlo

D) brzo zauzimaju
karaktiristiCan  imobilni
poloZaj (Slika 3) i ne
prave nikakve dalje
Slika 3. Test forsiranog plivanja — 3 oblika aktivnog ponasanja: pokusaje da se izbave osim
imobilnost, plivanje i penjanje. pokreta neophodnih da
odrze glavu iznad vode. Imobilnost odrazava stanje smanjenog raspoloZenja u
kome su Zivotinje napustile svaku nadu da ¢e pronaci izlaz i predstavlja vrstu
bespomoc¢nosti u ponaSanju Zivotinje (Porsolt i saradnici, 1993). [ako je ovo
stanovisSte bilo kritikovano od strane brojnih autora koji smatraju da povecana
nepokretljivost u ovom testu moze predstavljati pozitivnu adaptaciju u ponasanju i

da je Zivotinja naucila da ne moZe da pobegne i da zato ¢uva energiju sve dok je
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eksperimentator ne izvadi iz vode, ostaje Cinjenica da se vreme imobilnosti u FST-u
moZe smanjiti pomocu velikog broja antidepresiva (Cryan i Mombereau, 2004). S
toga je Porsoltov test joS uvek vodeci u ispitivanju depresivnog ponasanja kod
glodara. Weiss i saradnici (1998) su bili prvi koji su u okviru ovog testa prepoznali
razlic¢ite oblike aktivnog ponaSanja eksperimentalnih Zivotinja (Slika 3). Naime,
osim imobilnosti, u aktivnom ponaSanju oni razlikuju penjanje uz zidove cilindra i
plivanje. Penjanje se obitno deSava u prvim minutima testiranja, plivanje tokom
celog testa, dok je imobilnost najucestalija na samom kraju testiranja. Penjanje i
plivanje su dva oblika aktivnosti koja se deSavaju naizmenicno u serijama, kao
pokusaj da se izade iz cilindra. Pokazano je da inhibitori preuzimanja
noradrenalina stimuliSu penjanje Zivotinje uz zidove cilindra, odnosno resenost da
se iz njega izade, dok inhibitori preuzimanja serotonina stimulisu plivanje (Page i

saradnici, 1999).

1.4. Centralni nervni sistem i stres

Centralni nervni sistem izuzetno brzo detektuje i obraduje stresne
stimuluse menjaju¢i koncentracije hormona i neurotransmitera. UspeSna
adaptacija na stres ukljucuje udruzeno delovanje hormona na nekoliko nivoa u
centralnom nervnom sistemu, koji obuhvataju limbicki sistem, hipokampus i
amigdale (De Kloet i saradnici, 2005; Kvetnansky i saradnici, 1995). U regulaciju
mnogih hormonskih sistema ukljucuje se i hipotalamus preko koga se prenosi Citav

niz spoljasnjih i unutras$njih stimulusa.

Postoji mnogo dokaza da je stres vrlo mo¢an modulator moZdanih funkcija
(Joels i saradnici, 2007). Cak se veruje da su stresna iskustva u bliskoj vezi sa
razvojem psiholoskih promena, pa c¢ak i neuropsihijatrijskih oboljenja (Heim i
Nemeroff, 1999). Naime, smatra se da je hronicni stres jedan od glavnih etioloskih
faktora u razvoju nekih psihijatrijskih oboljenja, kao Sto je depresija. Paralelno sa
podacima dobijenim na ljudima, kod kojih je pokazana atrofija odredenih
moZdanih regiona prouzrokovana stresom i glukokortikoidima (Lupien i saradnici,
1998), studije na eksperimentalnim Zivotinjama su pokazale da stres znacajno

utiCe na moZdane strukture limbickog sistema koje imaju ulogu u kogniciji i
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emocijama (Bremner, 1999). Limbicki sistem, koji se Cesto naziva ,emocionalnim

mozgom", je filogenetski najstariji deo mozga koji se prvi aktivira u odgovoru na

Zuljevito telo - - N
J pinealna Zlezda-epifiza ‘

| cerebralni korteks

hipokampus

talamus

olfaktorni
bulbus

produZena
moZdina

Slika 4. Strukture limbickog sistema u mozgu pacova

stres. Predstavlja sistem medusobno povezanih kortikalnih i subkortikalnih
mozdanih struktura koji ¢ine: hipokampus, hipotalamus, amigdale, prednje jedro

talamusa i prefrontalni korteks (Slika 4).

Limbicki sistem je uklju¢en u kontrolu emocija, motivacije, ponasanja i
dugotrajnog pamcenja (Drevets, 2000), a njegova disfunkcija ima vaznu ulogu u
brojnim neuropsihijatrijskim oboljenjima kao Sto je depresija. Uzimaju¢i u obzir
vezu izmedu stresa i emotivnih poremecaja, vazno je napomenuti da su
hipokampus, amigdala i prefrontalni korteks, kao delovi limbickog sistema,
ukljuceni u regulaciju HPA sistema i to tako $to hipokampus i prefrontalni korteks
u vecoj meri inhibiraju aktivnost HPA sistema i sekreciju glukokortikoida, dok je
amigdala ukljucena u njenu aktivaciju (Feldman i Conforti, 1995; Jacobson i

Sapolsky, 1991).

1.4.1. Hipokampus

Hipokamus pripada limbickom sistemu mozga i njegova osnovna uloga je u
formiranju dugotrajne memorije. To je parna struktura, smeStena u medijalnom
temporalnom lobusu ispod cerebralnog korteksa sa kojim je tesno povezana (Slika

5A). Brojne studije povezuju hipokampus sa inhibicijom HPA sistema, jer
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stimulacija ove limbicke strukture dovodi do smanjenja sekrecije

glukokortikoidnih hormona kod pacova i ljudi (Dunn i Orr, 1984).

Razli¢iti tipovi hroni¢nih stresora, zatim starenje, kao i visok nivo
glukokortikoida, dovode do oStecenja neurona u hipokampusu i do smanjenja
nivoa kortikosteroidnih receptora, Sto rezultira produZenim odgovorom na stres,
oslabljenom glukokortikoidnom signalizacijom i inhibicijom HPA sistema (Issa i

saradnici, 1990; Sapolsky i saradnici, 1986).

Kako hipokampus spada medu moZdane regione najosetljivije na
oksidativni stres, adaptivne promene unutar same strukture su jako bitne za
oc¢uvanje njegove funkcionalnosti (McEwen, 1999; McEwen, 2008). Za uspeSnu
adaptaciju na stres, izmedu ostalog, neophodan je adekvatan antioksidativni

odgovor CNS-a (Sapolsky, A B

Vhi okampus
 hipokamp

2003), koji u hipokampusu redrontaint korteks
ukljucuje izmenjenu
ekspresiju ¢itavog skupa - -

gena i proteina. Medutim,

kada stres predugo traje ili

-

w2.28) | @

hipokampus

je prejakog intenziteta, on
mozZe ugroziti uspeSan
adaptivni odgovor u
hipokampusu (Touyarot i

.. hipok:
saradnici, 2004; McEwen, poTampus

1999). Slika 5. A) Hipokampus B) Prefrontalni korteks i C) njihov
medusobni poloZaj u mozgu pacova

1.4.2. Prefrontalni korteks

Prefrontalni korteks (PFC) je kod pacova lokalizovan medijalno i orbitalno
na insularnim povrSinama rostralnog cerebeluma i ukljuen je u regulaciju
kognitivnih i autonomno-visceromotornih funkcija (Cechetto i Saper, 1990) (Slika
5B). Osim u hipokampusu, vrlo velika gustina kortikosteroidnih receptora je
prisutna i u cerebralnom korteksu pacova (McEwen i saradnici, 1986) i ljudi

(Sarrieau i saradnici, 1988), a posebno u njegovom medijalnom regionu. Odatle
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potice ideja da je medijalni deo PFC-a ukljucen u regulaciju aktivnosti HPA sistema
i dok ventralni region medijalnog PFC-a ima stimulatornu ulogu, dorzoventralni
region ima inhibitorni uticaj na aktivnost HPA sistema (McEwen i saradnici, 1986).
na negativne efekte stresa (Arnsten, 2009). Cak i blag, nekontrolisan stres moZze
veoma lako da ugrozi funkcije PFC-a, dok izlaganje hroni¢nom stresu vodi ka
njegovim strukturnim promenama (Cerqueira i saradnici, 2007). Kada je hronic¢ni
stres dugotrajan i intenzivan on moZe povecati osetljivost neurona u korteksu, pa
Cak i dovesti do njihove smrti, apoptoze, uglavnom preko unutrasSnjeg,

mitohondrijanog, puta apoptoze (Bachis i saradnici, 2008).

1.5. Hormoni i signalni putevi stresa

Stresni odgovor predstavlja nacin i sredstvo nespecificnog prilagodavanja
organizma na nepovoljno delovanje razlicitih spoljaSnjih i unutrasnjih faktora. To
dalje znaci da stresni odgovor predstavlja reakciju koja organizmu obezbeduje
odrZavanje vitalnih funkcija u fizioloSkim granicama. Prvenstveno aktivira koru
(luci glukokortikoidne hormone - kortizol) i srz (lu¢i hormone kateholamine -
adrenalin) nadbubreznih Zlezda. Dva glavna sistema koja reguliSu odrZavanje
homeostaze organizma u toku njegovog izlaganja stresorima su: hipotalamo-

hipofizno-adrenokortikalni sistem i simpato-adrenomedularni sistem (SAM).

Prilikom delovanja stresnog stimulusa, najpre se u roku od nekoliko
sekundi aktivira SAM sistem i dolazi do oslobadanja kateholamina. Kateholamini
su adrenalin, noradrenalin i dopamin, koji nastaju u hromafinim celijama srzi
nadbubreZne Zlezde. Oni su prisutni u specificnim regionima mozga, perifernim
tkivima, plazmi, kao i u urinu, i u€estvuju u ublaZavanju simptoma stresa. Ovaj
sistem odgovara brzo na promene u organizmu (Goldstein, 2003), a glavna
posledica aktivacije SAM sistema je povecanje sposobnosti organizma da izvrsi
jaku miSi¢nu aktivnost, npr. ve¢ pomenuto ponaSanje tipa ,bori se ili bezi“ koji
zahteva koriS¢enje energetskih zaliha. U neuroendokrini odgovor na stresni
stimulus su osim kateholamina ukljuceni i kortikosteroidi iz adrenalnog korteksa,

koji Cine drugi, sporiji talas stresnog odgovora. Oni su krajnji rezultat aktivacije
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HPA sistema i hipokampusa i predstavljaju glavni adaptivni odgovor organizma na
stres (Munck i saradnici, 1984). Dakle, kateholamini i glukokortikoidi svojom
zajednickom akcijom deluju na organizam u cilju savladavanja promena nastalih
delovanjem stresnih faktora. Hipotalamus i hipokampus zajedno integriSu
neuroendokrine, autonomne i emocionalne puteve, Sto odreduje duzinu i intenzitet
nervnog i hormonskog odgovora na stres. Oba regulaciona sistema, nervni i
humoralni, su integrisani u medjumozgu, tacnije u hipotalamusu. Ovaj deo
centralnog nervnog sistema (CNS) je najviSi integrativni centar autonomnog
vegetativnog sistema i endokrinog sistema. U hipotalamusu se sintetiSe veliki broj
polipeptidnih hormona koji kontroliSu funkciju prednjeg reZnja hipofize. Otuda
autonomni nervni sistem i endokrini sistem predstavljaju jedinstveni
neuroendokrini sistem, koji objedinjuje i uskladuje metabolicke i druge funkcije u
organizmu. Nakon odgovora organizma - ponaSanja ,bori se ili bezi
kortikosteroidi su potrebni za ponovno uspostavljanje homeostaze preko

mehanizma negativne povratne sprege.

1.5.1. Hipotalamo-hipofizno-adrenalni sistem

Aktivacija HPA sistema igra klju¢nu ulogu u odgovoru organizma na stres (Slika 6).
HPA sistem Cine paraventrikularna jedra hipotalamusa, prednji reZanj hipofize i
kora nadbubreznih (adrenalnih) Zlezda. Od limbic¢kog sistema, hipokampusa i
amigdala polaze specifi¢cni nervi do paraventrikularnih jedara hipotalamusa gde
depolarizacijom nervnih zavrSetaka podstiCu sintezu i sekreciju kortikotropin-
oslobadajuceg faktora (eng. corticotrophin releasing factor, CRF) kao odgovor na
delovanje stresa. CRF se osim u paraventrikularnom jedru sintetiSe i na drugim
mestima CNS-a kao Sto su limbicko podrucje, nucleus rafe, locus coeruleus i
kortikalni interneuroni. Koli¢ina ovog hormona se prilikom stresa povecava
narocito u locusu coeruleus-u i utiCe na oslobadanje noradrenalina. CRF reguliSe i
seriju drugih, stresom indukovanih, promena u organizmu, kao $to su: aktivacija
simpatoadrenomedularnog sistema, promene u ponaSanju, supresija apetita i
smanjena mogucnost reprodukcije (Melia i Duman, 1991; Herbert, 1996). CRF se u

roku od nekoliko sekundi preko eminencije medijane oslobada u portalni krvotok
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hipofize. Preko portne vene pars tuberalisa, CRF stiZe do adenohipofize, gde svojim
delovanjem u roku od 15 sekundi izaziva oslobadanje ACTH u periferni krvotok.
CRF je samo jedan od hormona hipotalamusa koji reguliSe oslobadanje ACTH iz
hipofize (Herbert, 1996).
Koncentracija ACTH se
kvantitativno povecava pod
uticajem raznih tipova stresora
(kao Sto su na primer: agregacija,
poviSena temperatura, hladnoca, Hipstoiame
gladovanje). U slucaju izlaganja
zZivotinja povisenoj temperaturi ili
agregaciji najintenzivnije povecanje

ACTH nastaje 20 i 60 minuta od

pocetka izlaganja stresu (Pordevic i

saradnici, 2003). ACTH stimuliSe

Adrenalne
Zlezde

¢elije fascikularne zone adrenalnog
korteksa koje u roku od nekoliko
minuta  sintetiSu i izlucuju 1

glukokortikoide. Kod ljudi, glavni

glukokortikoid je kortizol, dok je Slika 6. Hipotalamo-hipofizno-adrenokortikalni sistem.
_ » CRF kortikotropin-oslobadajuc¢i  factor; ACTH
kod pacova 1 miseva to  adrenokortikotropni hormon; KORT — kortikosteron ili

. ..  kortizol
kortikosteron. Porast koncentracije

glukokortikoida u serumu nakon delovanja stresa je evidentan ve¢ nakon nekoliko
minuta, dok se maksimum koncentracije dostiZze nakon 10 minuta (Kusnecov i
Rabin, 1994). HPA sistem ima takode i vaZan mehanizam autoregulacije koji se
zasniva na negativnoj povratnoj sprezi (Slika 6), pri ¢emu glukokortikoidi u
cirkulaciji inhibiraju sintezu i sekreciju CRF-a u hipotalamusu (Engelmann i

saradnici, 2004, McEven, 2000).

Kateholamini mozga takode imaju znacajnu ulogu u aktivaciji HPA sistema.
Adrenalektomija izaziva povecano oslobadanje noradrenalina iz hipotalamusa Sto

ima za posledicu smanjenje glukokortikoida u serumu (Avakian i Callingham,
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1968). Dokazano je da glukokortikoidi znacajno uti¢u na sintezu, razgradnju i
oslobadanje kateholamina u raznim tkivima (Westfall i Osada, 1969; Parvez i

Parvez, 1972; Petrovi¢ i Janié-Sibali¢, 1978).

1.5.2. Struktura i molekularni mehanizmi delovanja

glukokortikoidnih hormona

Organizam u stanju stresa ima neposrednu potrebu za energijom. Stoga je
osnovna funkcija glukokortikoida da obezbedi brzu mobilizaciju energetskih
rezervi i da moduliSe kardiovaskularni i imunski odgovor. Kao i kateholamini,
glukokortikoidi deluju na sve organe. U vecini organa oni podsti¢u katabolicke
procese. Ovi hormoni povecavaju nivo glukoze u krvi, tako Sto smanjuju njeno
koriS¢enje na periferiji, dok u jetri indukuju glukoneogenezu i povec¢avaju koli¢inu
glikogena (Sapolski i saradnici, 2000). Povecavaju nivo masnih kiselina i deluju
kataboliticki na metabolizam proteina. Medutim, za razliku od kateholamina

njihovo dejstvo je mnogo sporije.

Glukokortikoidi su po hemijskom sastavu derivati holesterola koji sadrzi
ciklopentanoperhidrofenantrensko jezgro. Oni su C-21 steroidi, €iji se boc¢ni lanac
od dva ugljenikova atoma nalazi na poziciji 17, D prstena. Biosinteza
glukokortikoida se vrsi u fascikularnoj i retikularnoj zoni adrenalnog korteksa gde
se holesterol pretvara u pregnenolon, reakcijom koju katalizuje ACTH. Od
pregnenolona dalje vode tri puta sinteze, jedan je u pravcu nastanka
mineralokortikoida na ¢ijem kraju se nalaze kortikosteron i aldosteron, drugi vodi
od 17-hidroksipregnenolona, na njegovom kraju se nalazi kortizol, i tre¢i put koji
vodi takode od 17-hidroksipregnenolona, na njegovom kraju se nalaze seksualni
steroidi, u najvecoj meri androgeni. Kortikosteron i kortizol se izlucuju u perifernu
cirkulaciju, gde se vezuju za alfa-globuline plazme, transkortin, i tako prenose po
organizmu. Pored vezanih u cirkulaciji, nalazi se i manja koliina slobodnih
hormona koji pokazuju fizioloSku aktivnost. Hormon u vezanom obliku predstavlja
na neki nacin rezervu odakle se po potrebi oslobadaju nove koli¢ine slobodnog

hormona. S druge strane, transkortin "Stiti" Celije od visoke koncentracije
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hormona u stresnim situacijama i igra znacajnu ulogu u ostvarivanju efekta

hormona, na $ta ukazuje i moguénost vezivanja transkortina za ¢elijsku membranu.

Svi steroidni hormoni deluju na genski aparat jedra celije posredstvom
svojih specificnih receptora. Glukokortikoidni receptor (GR) je smeSten u
citoplazmi u inaktivnoj formi sve dok se ne veZe za glukokortikoidni steroidni
ligand. Nakon vezivanja receptor se aktivira i prelazi u jedro, gde reaguje sa
specificnim DNK sekvencama unutar regulatornih regiona gena koje reguliSu
glukokortikoidi. Postoji Sest tipova steroidnih receptora za Sest grupa steroidnih
hormona: glukokortikoide, mineralokortikoide, gestragene, estrogene, androgene i
vitamin D. Kortikosteroidi reaguju sa specifi¢nim receptorima u ciljnom tkivu koji
regulisu ekspresiju kortikosteroid-odgovarajucih gena, time menjaju nivo i ¢elijsku
raspodelu sintetisanih proteina u razli¢itim tkivima. Efekti glukokortikoida su
uocljivi tek posle nekoliko ¢asova, imaju¢i u vidu vreme potrebno za regulaciju
ekspresije i sintezu proteina. Mada glukokortikoidi pre svega deluju na povecanje
ekspresije gena, dokazano je takode da mogu i da smanjuju transkripciju gena.
Nasuprot ovim genomskim dejstvima, mnoge studije su pokazale da
kortikosteroidi ostvaruju neka od svojih dejstava i direktno posredstvom

receptora vezanih na Celijskoj membrani (Wehling, 1994).

Glukokortikoidni receptor pripada filogenetski konzerviranoj

superfamiliji steroidnih/tireoidnih hormonskih receptora u koje spadaju i

AF-1 (enh1 BuGR NL1 CoR NL2 AF-2 (enh2
NTD DBD LBD

Slika 7. Funkcionalni domeni glukokortikoidnog receptora: NTD- N-terminalni domen; DBD- domen
vezivanja za DNK; LBD-ligand vezujuci domen.

receptori za mineralokortikoide, androgene, progestine, estrogene, vitamin D,
tireoidne hormone, retinoicnu kiselinu kao i veliki broj tzv. “siroce” (eng. orphan)
receptora za koje joS nisu identifikovani specificni ligandi (Evans, 1988).
Netransformisani GR predstavlja multiproteinski kompleks molekulske mase 300
kDa (Pratt i saradnici, 2004) u ¢iji sastav ulazi jedna subjedinica koja vezuje

steroid od 94 kDa, dva molekula Hsp90, po jedan molekul Hsp56 i Hsp70, protein
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molekulske mase 59 kDa (p59), imunofilini FK506- i rapamicin-vezujuce klase i
protein molekulske mase 23 kDa (p23) (Hutchison i Scherrer, 1993). U odsustvu
hormona, GR/Hsp kompleks je neaktivan i prolazi kroz stalne cikluse disocijacije,
kao i adenozin tri fosfat (ATP)- i Hsp70-zavisne reasocijacije. Posle vezivanja
hormona za receptor dolazi do alostericne modifikacije steroid-vezuju¢eg domena
i do odvajanja HSP-a pri ¢emu se deblokira DNK-vezuju¢i domen koji nakon
transporta GR u jedro moZe da se veZe za odgovarajuce genske regulatorne

elemente (Petrovic¢ i Cviji¢, 1997).

Jedan molekul glukokortikoidnog receptora (94 kD) sadrzZi tri funkcionalna
domena (Slika 7), pri ¢emu N-terminalni region GR-a moZe da reguliSe
transkripciju nezavisno od vezivanja hormona (Beato i Klug, 2000). Centralni
domen receptora sadrZi visokokonzervirane ,prste“ koji imaju vezan cink i koji
uCestvuju u vezivanju za DNK (eng. DNA binding domain, DBD). C-terminalni
region je ligand vezuju¢i domen (eng. ligand binding domain, LBD) koji takode
pokazuje transaktiviraju¢u funkciju. Takode, N-terminalni region GR-a je glavno
mesto ligand-zavisne fosforilacije GR-a na serinu (Bodwell i saradnici, 1998). GR
kod pacova moze biti fosforilisan na 6 mesta, od ¢ega su Cetiri mesta fosforilacije
lokalizovana u N-terminalnom domenu (treonin 171, serin 224, serin 232 i serin

246) (Krsti¢, 1995).

Steroidni hormoni koji su ostvarili svoj efekat metaboliSu se u forme koje se
slabo vezuju za receptor i stoga difunduju iz Celije. PoluZivot im je 60-90 minuta, a
potom se hormoni metaboliSu u jetri, gde se vezuju za glukuronsku kiselinu. Jedan
deo kortizola u jetri prelazi u kortizon, i to je jedina koli¢ina prisutna u organizmu,
posto se on u Zlezdi ne sintetiSe. Iz jetre kortizon samo u minimalnoj kolic¢ini

prelazi u cirkulaciju i izlucuje se mokra¢om.

Proteini toplotnog stresa (eng. heat shock proteins, HSPs) su familija
evolutivno visoko konzerviranih proteina, ¢ija se ekspresija povecava u odgovoru
na razli¢ite metabolicke promene, a ime su dobili zahvaljujuéi otkri¢u znacajnog
povecCanja sinteze ovih proteina u odgovoru na poviSenu temperaturu iznad
fizioloSke granice. Pored poviSene temperature, povecanu ekspresiju HSP-a mogu

izazvati i drugi faktori, kao Sto su prisustvo teSkih metala, hipoksija i razliciti
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tretmani koji povecavaju nivo ATP-a. Vecina proteina iz ove familije je
konstitutivno eksprimirana i ucestvuje u procesima koji su esencijalni za celiju.
Primarna funkcija HSP-a je spreCavanje agregacije denaturisanih proteina u celiji,
kao i pomo¢ drugim proteinima pri zauzmanju nativne konformacije tokom sinteze
ili nakon renaturacije (Hartl i Hayer-Hartl, 2002). Proteini toplotnog stresa imaju
bitnu ulogu i kao molekularni pratioci (Saperoni). Oni deluju na proteine za koje se
vezuju tako Sto stabilizuju zrele polipeptidne lance, i na taj nacin smanjuju
mogucénost neispravnog savijanja polipeptidnog lanca i pogreSnog 3D pakovanja.
HSP-i mogu imati i druge funkcije, kako u normalnom fizioloskom stanju, tako i u
stanju stresa, a to su funkcija u sekreciji proteina, u njihovom kretanju kroz ¢eliju,
u degradaciji proteina, ali i u regulaciji funkcije transkripcionih faktora i
proteinskih kinaza. U uslovima stresa HSP-i utiCu na procese zamene oStecenih,
kao i na povecanje sinteze novih proteina. Familija proteina toplotnog stresa se
moZe Klasifikovati po molekulskoj tezini, po velicini molekula, ili po strukturi i
funkciji svojih €lanova. Prema ovim Kriterijumima HSP-i su podeljeni u nekoliko
grupa: grupe Hsp100, Hsp90, Hsp70 i Hsp60 (Saperonini) i grupa malih proteina
toplotnog stresa (alfa-kristalini). Razlic¢iti ¢lanovi ove familije proteina su
rasporedeni u razli¢itim delovima celije, gde vrSe svoje funkcije (Bukau i saradnici,
2006). Postoji takode i tkivna specificnost ekspresije ovih proteina, Sto moZe

odrediti njihovu osetljivost na glukokortikoide u odgovoru na stres.

Jedan od najpoznatijih proteina toplotnog stresa, Hsp90, omogucuje
savijanje i funkciju preko 100 proteina uklju¢enih u regulaciju ¢elijskog ciklusa,
regulaciju obrade DNK, intracelijske komunikacije, apoptoze. Neophodan je faktor
vijabilnosti eukariotske celije i kao takav postao je target protein u leCenju mnogih
bolesti. Hsp90 je najzastupljeniji HSP u celiji i predstavlja skoro 1 % ukupnih
Celijskih proteina u nestresiranim celijama. lako homolog ovih proteina u
bakterijama nije esencijalan za preZivljavanje, funkcionalan Hsp90 protein je
neophodan za preZivljavanje eukaritoskih celija. Za razliku od nekih HSP-a cija
Saperonska funkcija podrazumeva interakciju sa mnogim celijskim proteinima,
Hsp90 pokazuje selektivnost za odredene proteine, kao Sto su neki transkripcioni

faktori, kao i veliki broj proteinskih kinaza. Kao $to je ve¢ navedeno Hsp90 se,
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zajedno sa setom ko-Saperonskih molekula Hsp70 i Hsp40, vezuje za steroidne
receptore u citoplazmi. Kao Sto je ve¢ rec¢eno, u citoplazmi, inaktivirani GR se nalazi
vezan sa Saperonima u multimernom kompleksu koji se sastoji od nekoliko
molekula medu kojima su i Hsp90 i Hsp70 (Dittmar i Pratt, 1997; Rajapandi i
saradnici, 2000) (Slika 8). lako se Hsp90 nalazi uglavnom u citoplazmi (Gething i
Sambroock, 1992), u nekim nestresiranim i stresiranim c¢elijama Hsp90 je naden i
u jedru (Gasc i saradnici, 1990). Vezivanje Hsp90 proteina sa GR-om je dinami¢an
proces i pokazano je da se ova dva proteina zajedno mogu transportovati iz

citoplazme u jedro, u kome takode mogu ostati vezani (Sanchez i saradnici, 1990).

Pripadnici Hsp70 familije proteina imaju najznacajniju ulogu u vezivanju i
stabilizaciji novonastalih polipeptida, koji dolaze sa ribozoma, i prelaze u
endoplazmati¢ni retikulum i mitohondrije. Za interakciju Hsp70 Saperona sa
konformaciono nesavijenim proteinima je neophodan ATP i ko-Saperonski
molekuli. U okviru Hsp70 familije, razliciti ¢lanovi se nalaze u razli¢itim celijskim
frakcijama, kao $to su © KORT
citosolni i  jedarni
Hsp70 i Hsc70 (poznati
i kao Hsp72 i Hsp73),

Grp78 ili Bip koji se
nalazi u
medumembranskom
prostoru
endoplazmati¢nog
retikuluma i Grp75 (ili
mortalin) koji je

lokalizovan u

mitohondrijama. Kod _. ) o ) L o
Slika 8. Multimerni Saperonski kompleks za koji je vezan inaktivni GR u

sisara, Hsp72 se citoplazmi. Vezivanjem liganda dolazi do disocijacije Saperona i aktivacije

receptora; KORT- kortikosteron.
eksprimira samo u

uslovima stresa i ¢esto predstavlja indikator da je u ¢eliji, tkivu ili organu aktiviran

stresni odgovor. Takode, Hsp70, zajedno sa Hsp90, uCestvuje u pravilnom savijanju
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GR-a (Caamano i saradnici, 2001), olakSavanju njegovog transporta u jedra
(Sanchez i saradnici, 1990) i u interakciji GR-a sa regulatornim sekvencama DNK
koje su regulisane glukokortikoidima (eng. glucocorticoid responsive element,

GRE) (Srinivasan i saradnici, 1994).

Budué¢i da su Hsp90 i Hsp70 ukljuCeni u regulaciju celijskog odgovora na
glukokortikoidne hormone preko interakcije sa GR-om, izgleda da je optimalan
stehiometrijski odnos izmedu ovih Saperona i GR-a neophodan za odgovarajucu
aktivnost steroidnih hormona. Navedena pretpostavka se bazira na prethodno
objavljenim podacima koji su pokazali da promena u stehiometrijskom odnosu
HSP-a i GR-a u jedrima, kao i povecan nivo jedarnih HSP-a, imaju ulogu u
inaktivaciji GR-a, tako Sto inhibiraju njegovu interakciju sa GRE (Kang i saradnici,

1999).

1.6. Izvori oksidativnog stresa tokom neuroendokrinog

disbalansa u CNS-u

Mnogi stresni dogadaji praceni su povecanjem protoka krvi u mozgu i
energetskog metabolizma, i imaju zajednicki adrenergicki mehanizam (Bryan,
1990; Evans, 1993). Mozak je najveci potrosac kiseonika u organizmu (¢ak 20%
ukupne potrosSnje) iako Cini svega 2% ukupne telesne mase (Clarke i Sokoloff,
1999). Veoma je osetljiv na oste¢enja koja izazivaju reaktivne vrste kiseonika
(ROS), kako zbog velike metabolicke aktivnosti (mozak ima visok oksidativni
kapacitet zbog velikog nivoa potrosnje kiseonika), znacajne koliCine
polinezasi¢enih masnih kiselina i sadrzaja metala, tako i zbog relativno slabe
antioksidativne zastite. Oksidativni stres moZe da dovede do osSte¢enja nervnog
tkiva, pre svega naruSavaju¢i funkciju mitohondrija, a zatim i neuronsku
signalizaciju, kao i neurogenezu. Sposobnost mozga da se odbrani od oksidativnog
stresa je ogranicena zbog odredenih anatomskih, fizioloSkih i biohemijskih razloga
(Calabrese i saradnici, 2000) kao Sto su: visoka koncentracija lako oksidabilnih
supstrata (npr. polinezasi¢enih masnih kiselina i kateholamina); relativno mali
nivo antioksidanasa u poredenju sa drugim tkivima, kakav je glutation, vitamin E i

antioksidativnih enzima (glutation peroksidaze, katalaze i superoksid dismutaza);
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endogena geneza reaktivnih kiseonikovih slobodnih radikala kroz nekoliko
specificnih reakcija: aktivnost lanca transporta elektrona u mitohondrijama i
endoplazmati¢cnom retikulumu, autooksidacija kateholamina, askorbinske kiseline
ili tiola, kakvi su glutation, cistein i homocistein; povecana zastupljenost Fe u

specificnim regionima humanog mozga- globus palidus i supstancia nigra.

Pokazano je da ROS reaguje sa viSe aminokiselinskih ostataka in vitro, i
moZe da izazove modifikaciju i smanjenu aktivnost proteina ili njihovu
denaturaciju i inaktivaciju. Najosetljivije su amino kiseline sa ostacima koji sadrze
sulfidnu grupu. Oksidaciona oStecenja proteina dovode do promene strukture
proteina i nagomilavanja izmenjenih formi enzima. Oksidaciona oSteéenja proteina
mogu nastati putem dva odvojena mehanizma: reakcijom izmedu produkata
lipidne peroksidacije i proteina, i ‘site-specific’ reakcijama H202 i Fe2* na mestu
vezivanja metala za enzim koje dovode do produkcije reaktivnih vrsta kiseonika

(Stadtman i Berlett, 1991).

Poveéani nivo ROS-a i smanjena efikasnost reparativnih/degradativnih
mehanizama kao S$to je proteoliza deSavaju se u oksidativnom stresu i oStecenju
mozga. Funkcionalna posledica oksidativnih oSteanja proteina je povecanje
membranske rigidnosti Sto uti¢e na signalizaciju koja je posredovana receptorima
u membrani. Takode, dolazi do smanjenja mitohondrijalne funkcije i povecanja
njihove senzitivnosti na Celijsku smrt izazvanu ekcitatornim neurotransmiterima.
Smanjena produkcija energije u mitohondrijama vodi mobilizaciji kalcijuma iz
intracelijskih depoa, oksidativnom stresu, oSteCenju neurona i Celijskoj smrti

(Calabrese i saradnici, 2000).

Poznato je da glukokortikoidi povecavaju produkciju i toksi¢nost ROS-a i
naru$avaju balans izmedju produkcije oksidanata i antioksidativne zaStite, Sto
moZe da rezultuje stanjem oksidativnog stresa. IstrazZivanja su pokazala da
povecana sekrecija kortizola dovodi do promene u potencijalu mitohondrijalne
membrane i oslobadanja citohroma c u citoplazmu, gde aktiviranjem kaspaza on
izaziva cCelijsku smrt (Zhang i saradnici, 2007). Promene na mitohondrijama i
Celijska smrt mogu biti uzroci atrofije hipokampusa i PFC-a, koja je primecena kod

depresivnih pacijenata (Galecki i saradnici, 2008). Gong i saradnici (2011) su
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pokazali da hronicni stres izaziva strukturna oSte¢enja mitohondrija i da narusava

njihovu funkciju u proizvodnji energije u mozgu miseva.

Oksidativni stres ne nastaje samo u uslovima povecane produkcije ROS-a,
ve¢ moze biti i posledica smanjenog kapaciteta antioksidativne zaStite. Tako je
pokazano da povecana sekrecija glukokortikoida tokom stresa utiCe na
antioksidativni odbrambeni kapacitet hipokampalnih neurona i menja njihovu
osetljivost na metabolicke promene. Veliki broj eksperimentalnih podataka
ukazuje na izmenjen nivo aktivnosti antioksidativnih enzima u razlic¢itim
fizioloSkim i patoloSkim stanjima, ukljucujuci i stres. Stres imobilizacijom dovodi
do akumulacije oksidativnih i nitrozativnih medijatora u mozgu, nakon
oslobadanja TNFalfa (tumour necrosis factor-alpha) i drugih citokina (Garcia-
Bueno i saradnici, 2005). Na taj nacin oksidativni stres dovodi do oksidativnih
oStecenja nervnih Celija i tako posredno izaziva strukturne promene u mozgu koje

mogu dovesti do nastanka ili progresije neurodegenerativnih bolesti.

Nastanak brojnih neurodegenerativnih bolesti, poput Alchajmerove i
Parkinsonove bolesti ili amiotroficke lateralne skleroze, dovodi se u vezu sa
oksidativnim oStec¢enjima (Ng i saradnici, 2008). Naime, ove bolesti karakteriSu
brojne patoloSke promene, poput akumulacije aberantnih proteinskih agregata,
aktivacija mikroglije, disfunkcija mitohondrija, koje su povezane sa povetanom
produkcijom reaktivnih kiseoni¢nih vrsta. Kod ovih pacijenata izmeren je i povisen
nivo HNE (4-hidroksi-2,3-nonenal), akroleina, malondialdehida, koji nastaju kao
produkti lancane reakcije izazvane lipidnim peroksidima (Barnham i saradnici,

2004).

1.7. Jetra - glavni anabolicki organ u stresu

Organizam odgovara na faktore stresa aktivacijom preko nervnog sistema i
hormona. Hormoni koji se oslobadaju u krvotok ubrzavaju src¢ani rad, ubrzavaju
disanje, podiZu nivo krvnog pritiska i ubrzavaju metabolizam, pospesuju rad nekih
miSi¢nih grupa, Sire zenice. Jedna od funkcija glukokortikoida jeste i da obezbede
brzu mobilizaciju energetskih rezervi, jer organizam u stanju stresa ima

neposrednu poviSenu potrebu za energijom. Ovi hormoni povecavaju nivo Secera u

25
Bioloski fakultet Univerziteta u Beogradu



Doktorska disertacija Uvod

krvi, dok u jetri indukuju glukoneogenezu i povecéavaju koli¢inu glikogena
(Sapolski i saradnici, 2000). Jetra oslobada glukozu iz sopstvenih depoa kako bi
omogucila vec¢u produkciju energije. Pove¢na produkcija energije pracena je i
povecanjem koncentracije ROS-a. Jetra je organ koji je najbogatiji antioksidativnim

enzimima.

Medutim, pokazano je da stres (posebno hronicni) moZe na viSe nacina da
dovede i do oStetenja jetre. Tako, hroniCan strah i osecaj nelagodnosti znacajno
smanjuju protok krvi kroz jetru. Eksperimenti u kojima su kod ispitanika
hipnotickom sugestijom izazivani strah i anksioznost, pokazali su smanjenje
protoka krvi kroz jetru (Hirose i saradnici, 1961). Ljudi koji imaju vecu osetljivost
na dugotrajni stres, imaju i vecu
Sansu za akutno odbacivanje
presadene jetre (Walter i

saradnici, 2002).

Kod ljudi obolelih od

Adrenalna

hepatitisa C pokazana je pozitivha S

korelacija izmedu stepena
depresije i  nivoa  alanin-
aminotransferaze (ALT), enzima -
povezanog sa oSteCenjem jetre
(Fukudo i saradnici, 1989). Stres Takre
moZe  direktno  uticati na
inflamatorne procese koji se ‘ .
odvijaju u jetri (Slika 9). Za vreme & W \,

stresa dolazi do Sirenja prirodnih " Inflamacija T

c'elija ubica (eng. natural killer Slika 9. Uticaj stresa na inflamatorne procese u jetri
(Chida i saradnici, 2006)

cells, NKT) u jetri Sto doprinosi

smrti Celija jetre. Kod osoba sa hroni¢nim oboljenjem jetre, upala je pocetak serije

dogadaja koji uzrokuju oStecenje jetre. Istrazivaci su na zdravim Zivotinjama otkrili

kako vezivanje i davanje elektri¢nih Sokova kroz noge uzrokuje povecavanje nivoa

ALT-a (Fernadez i saradnici, 2000; Chida i saradnici, 2006), dok su druge studije
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pokazale znacajna oStecenja jetre kod misSeva koji su tretirani kortikosteronom.
Iako nije potpuno jasna interakcija izmedu stresa i razlic¢itih funkcija jetre, svi

autori se slazu da postoji veza izmedu stresa i progresije oboljenja jetre.

1.8. Redoks ravnoteza i oksidativni stres

1.8.1. Reaktivne Kiseonicne vrste

Svi Zivi organizmi na planeti mogu se prema mogucnosti koriScenja
kiseonika u metabolickim procesima podeliti na aerobne i anaerobne. Sam
molekulski kiseonik u organizmu je slabo reaktivan i njegova toksic¢nost zavisi od
vrste organizma, starosti i fizioloSkog stanja. Fenomeni toksi¢nosti kiseonika
obuhvataju sve aerobne organizme i to kako biljke i Zivotinje, tako i bakterije
(Halliwell i Gutteridge, 1985). Najve¢i deo molekulskog kiseonika u celijama
aerobnih organizama se redukuje do vode. U ovom procesu koji se odigrava na
unutras$njoj membrani mitohondrija uz kataliticku ulogu kompleksa citohrom-

oksidaza svaki molekul kiseonika vezZe 4 elektrona.
02 + 4e- + 4H+ - 2H20

Medutim, pri redukciji molekulskog kiseonika manjim brojem elektrona
nastaju delimi¢no redukovani i toksicni meduproizvodi - slobodni radikali.
Slobodni radikali su molekuli, joni ili atomi koji imaju jedan ili viSe nesparenih
elektrona u svojoj strukturi. Neki molekuli kao Sto je singlet kiseonik, vodonik
peroksid (H202), peroksinitrit (ONOQO7), sadrZe reaktivne funkcionalne grupe sa
kiseonikom, a po definiciji nisu slobodni radikali jer ne poseduju nesparene
elektrone. Oni razli¢itim hemijskim reakcijama generisu slobodne radikale, pa je
uveden pojam reaktivnih vrsta kiseonika. Nesparen elektron slobodnih radikala je
visoko reaktivan i u reakciji sa biomolekulima uzima jedan elektron iz njihovog
elektronskog para. Ukoliko je ovaj biomolekul visoko reaktivan dolazi do lanc¢ane
produkcije slobodnih radikala i sekundarnih reaktivnih produkata kakvi su lipidni
peroksidi (Cannio i saradnici, 2000, Nordberg i Arner, 2001). Da bi prekinuli ovu
lanc¢anu reakciju, novoformirani radikali moraju reagovati sa drugim slobodnim

radikalom, na taj naCin eliminiSu¢i nesparene elektrone ili sa primarnim
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antioksidantima cija slaba reaktivnost dovodi do prekidanja lancane produkcije

slobodnih radikala.

Normalan oksidativni metabolizam glavni je endogeni generator slobodnih
radikala i ROS-a (Finkel, 2000). Slobodni radikali i ROS se generiSu u
mitohondrijama svih sisarskih celija kao posledica ¢elijskog disanja. U drugim
delovima c¢elije oni nastaju kao posledica biohemijskih reakcija koje koriste
kiseonik ili aktivnosti enzima kao Sto su NADPH oksidaza, ksantin oksidaza,
peroksidaze, lipoksigenaze i ciklooksigenaze. Neki od ovih molekula su ektremno

reaktivni, kao hidroksilni radikal, dok su neki manje reaktivni (superoksid i H202).

Superoksid anjon radikal (02-*) je produkt sa jednim redukovanim
elektronom. Formira se u skoro svim aerobnim c¢elijama (Richmond i saradnici,
1981). Moze se redukovati i formirati molekulski kiseonik (02), ili oksidovati i
formirati vodonik peroksid (H202). Superoksid anjon radikal sam po sebi ima
ogranicenu reaktivnost i u fizioloSkim uslovima moZe biti kao signalni molekul
ukljucen u regulaciju rasta i intracelijsku signalizaciju. U mozgu (i drugim tkivima)
superoksid dismutaza (SOD) ga prevodi u H202. Toksi¢nost ovog radikala
uglavnom zavisi od interakcije sa H202, kada nastaje ekstremno oksidovana vrsta,

hidroksilni radikal (-OH).

Vodonik peroksid nije slobodni radikal, ali je vaZan zbog svoje
permeabilnosti kroz bioloSke membrane. H202 se produkuje delovanjem nekoliko
oksidaza in vivo, ukljucuju¢i oksidaze amino kiselina i enzim ksantin oksidazu
(Chance i saradnici, 1979). On moZe da oksiduje sulfhidrilne komponente i
metioninske ostatke u proteinu, ali ova oksidacija se deSava samo ako je
koncentracija H202 mnogo veca od one prisutne u fizioloSkim uslovima (preko
1mM). Druga vazna uloga H;02 je ta da on mozZe biti i unutarcelijski signalni
molekul. Dalje, jednom produkovan H;0; uklanja se sistemom od tri
antioksidativna enzima, katalazom, selen-zavisnom glutation peroksidazom i
peroksiredoksinom. H20: je prekursor veoma reaktivnog ‘-OH u Haber-Weissovoj
reakciji (1934). Hidroksilni radikal moze inicirati lipidnu peroksidaciju i generisati
sekundarne slobodne radikale, iz Cega proizilazi njegova toksicnost. Oksidativna

deaminacija dopamina, u CNS-u, preko enzima monoamino-oksidaze (MAO) ima
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poseban znacaj u produkciji H202. MAO se nalazi na spoljasnjoj mitohondrijalnoj
membrani i glavna wuloga ovog enzima je wuceS¢e u metabolizmu
neurotransmiterskih amina (Spina i Cohen, 1989). Svi sistemi koji produkuju
superoksidni radikal, formiraju i H202, i ako se ovaj proces akumulira, oni pocinju
da formiraju hidroksilne radikale. Hidroksilni radikali nastaju iz H202 u reakciji
katalizovanoj jonima prelaznih metala Fe?* i Cu*, vezanih u kompleks sa razli¢itim
proteinima i ostalim molekulima, Fentonovom reakcijom. Cu i Fe mogu biti
oslobodeni iz proteina kakav je fernitin i [4Fe-4S] centara razliSitih dehidrataza u
reakciji sa Oz'-. Superoksid tako ima ulogu u recikliranju jona metala. Ovaj
mehanizam je specifican za Zive Celije i zove se in vivo Haber-Weiss-ova reakcija

(Nordberg i Arner, 2001).

Hidroksilni radikal je snazno oksidaciono sredstvo sa visokom reaktivnosc¢u
ali sa niskom selektivnoS¢u, i skoro trenutno reaguje sa svim tipovima
biomolekula: aminokiselinama, DNK, Secerima, fosfolipidima, i produkuje
sekundarne radikale sa razli¢itom reaktivnos¢u (Richmond i saradnici, 1981). Zbog
svoje velike reaktivnosti -OH pravi mnogo veca oSte¢enja biomolekula od bilo kog

drugog ROS.

Slobodni radikali i neradikalni reaktivni molekuli nastali iz radikala postoje
u Celijama i tkivima u niskim ali merljivim koncentracijama. Njihova koncentracija
je odredena balansom izmedu nivoa njihove produkcije i nivoom njihove
eliminacije razli¢itim antioksidativnim komponentama i enzimima (Droge, 2002).
Danas se zna za brojne fizioloSke funkcije slobodnih radikala i neradikalnih
reaktivnih molekula u organizmu (Valko i saradnici, 2007). Oni su ukljuceni u:
aktivaciju i modulaciju puteva signalne transdukcije, odbranu od patogena,
modulaciju aktivnosti redoks-senzitivnih transkripcionih faktora i regulaciju
aktivnosti mitohondrijskih enzima, procese starenja, patologiju ishemije i
neurodegenerativnih bolesti. Takode, mogu povecati aktivnost protein kinaza, i
inaktivirati ostale enzime kao Sto su protein fosfataze. Imaju ulogu u mobilizaciji
kalcijuma, transportu jona, aktiviranju MAP kinazne kaskade (Matsuzawa i Ichijo,
2005), oni su signali u razvicu. Oni mogu direktno delovati na konformaciju i/ili

aktivnost molekula sa sulfhidril grupama, kakvi su proteini ili glutation,
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oksidacijom njihovih tiolnih ostataka. Ovaj tip redoks regulacije deSava se kod
mnogih proteina vaZnih za transdukciju signala, kakvi su protein kinaza C, Caz+-
ATPaza, kolagenaza, i tirozin kinaza, kao i mnogi drugi proteini i membranski
receptori (Allen i Tresini, 2000). Neki od citokina, faktora rasta, hormona i
neurotransmitera koriste ROS kao sekundarne glasnike u unutarcelijskoj

transdukciji signala.

NaruSavanje balansa izmedu produkcije oksidanata i antioksidativne
zaStite rezultuje stanjem oksidativnog stresa, koje za posledicu moZe imati brojna
patoloSka stanja, ukljuCuju¢i degenerativno starenje i pojavu razlicitih

neurodegenerativnih oboljenja. Takode, oksidativni stres ima ulogu u celijskim

procesima, kakvi su

Celijsko
apoptoza, nekroza, prezivljavanje
neuromodulacija i starenje E
(Scandalios, 2002). U /} ‘\

rezivljavanju c¢elija i Glutation
presithavan ¥ cm /B

Celijskoj smrti ROS imaju -

o
dvostruku  ulogu  kroz i .
\ﬂ\ / l

interakciju izmedu Fe*
tot Kk .. .. . Aerobni m
apoptotske masinerije 1 metabolizam -0 a
(:Zli'l')skih si nillnih z\.”:'
J & Celijska G "3
mehanizama  (Slika 10) | St p,

(Martmdale 1 Holbrook, Slika 10. Uloga ROS-a i antioksidativne zastite u preZivljavanju
2002)_ Celije i celijskoj smrti

1.8.2. Redoks senzitivni transkripcioni faktori

Redoks modifikacije biomolekula, pre svega proteina, dugo su posmatrane
samo kao oksidativna oSte¢enja ovih molekula. Danas one predstavljaju nosioce
bioloskih informacija koje su neophodne za odrzavanje celijske homeostaze i ¢ine
deo sistema oksidativne regulacije (D’Angio i Finkelstein, 2000; Adler i saradnici,

1999). Promene u genskoj ekspresiji Cine suStinu celijskog odgovora na

30
Bioloski fakultet Univerziteta u Beogradu



Doktorska disertacija Uvod

ekstracelularne signale i promene u njenoj okolini. Regulacija signalnog odgovora
na nivou gena postiZe se aktivno$¢u transkripcionih faktora koji se vezuju za
kontrolne regione target gena i menjaju njihovu ekspresiju. Sa razvojem slobodno-
radikalske biologije i sa novim saznanjima o oksidativnom stresu kao uzro¢niku ili
pratiocu brojnih humanih bolesti, redoks senzitivni transkripcioni faktori postali
su bitan segment brojnih istraZivanja. Mehanizmi odgovorni za izmenjenu kontrolu
transkripcionih faktora mogu se deSavati putem smanjenjog vezivanja za
promotorni region zbog oksidativnog osStecenja DNK, ili redoks-regulacijom
aktivnosti transkripcionih faktora i/ili promenom vezivanja DNK uzrokovanom
redoks-indukovanom modifikacijom transkripcionog faktora. Za nekoliko
transkripcionih faktora, ROS funkcionisu kao fizioloski medijatori transkripcione
kontrole. Samo neki od redoks senzitivnih transkripcionih faktora su nuklearni
faktor-kB (NFkB) i aktivacioni protein-1 (AP-1) (Nordberg i Arner, 2001), Sp-1, c-
Mxb, p-53, egr-1 i faktor indukovan hipoksijom (Hif-1, hypoxia-inducibile factor),
Nrf2 (engl. nuclear factor erythroid 2-related factor 2) (Johnson i saradnici, 2008).

1.8.2.1. Nuklearni faktor kappa B u odgovoru na stres

Nuklearni faktor kappa B (NFxB) pripada grupi redoks senzitivnih
transkripcionih faktora, zato Sto male promene redoks stanja u celiji uticu na
njegovu aktivnost. Pored glukokortikoidnog receptora, NFkB je jo$S jedan
transkripcioni faktor osetljiv na stres. U uslovima neuroendokrinog stresa

region Rel homologije

link sekvenca za lokalizaciju
er 3

domen dimerizacije
pso O 1= —
O | S ——

klasall transaktivacioni domeni

ws [ [T | S—
c-Rel [ | I [ " ——

rRes [ | I— P

Slika 11. Strukturna organizacija proteina NFkB familije

amino-terminalni q domen
'

%
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ekspresija antioksidativnih enzima regulisana je kako glukokortikoidima preko
GR-a, tako i NFkB signalnim putem (De Bosscher i saradnici, 2003; Antras-Ferry i
saradnici, 1997), tako da njihov medusobni odnos u velikoj meri odreduje sudbinu

¢elije u odgovoru na oksidativni stres.

Aktivna forma NFkB proteina je konstitutivno prisutna u jedru zrelih B Celija, gde
je i prvi put pronadena, dok je kod svih ostalih ¢elija ovaj protein vezan za
inhibitorni protein IkB. RazliCiti ekstracelijski stimulusi indukuju fosforilaciju i
proteoliticku degradaciji IkB. Ovaj proteoliticki proces aktivira NFkB, koji se potom
translocira u jedro gde reguliSe ciljne gene vezujuci se za dekamerni motiv (kB
motiv) GGGRNNYYCC na promotoru ili pojacavackom (enhenserskom) regionu
ciljnih gena. Degradacijom IkB-a dolazi do izlaganja DNK-vezuju¢eg domena NFkB
transkripcionog faktora, kao i do izlaganja sekvence koja odreduje njegovu
lokalizaciju u jedro, ¢ime se obezbeduje stabilan prelazak NFkB u jedro, u kome on

ostvaruje svoju funkciju regulacije ciljnih gena (Karin i saradnici, 2004).

Transkripcioni faktor NFkB eksprimiran je u Celijama sisara. Ovaj protein je
evolutivnho veoma konzerviran kod razli¢itih vrsta, a kod sisara NFkB familija
proteina (poznata i kao Rel familija) sadrZi pet ¢lanova, a to su: p50 (proizvod
NFkB1 gena), p52 (proizvod NFkB2 gena), p65 (poznat i kao RelA), c-Rel i RelB.
Clanovi Rel familije funkcioni$u kao dimeri i svih pet subjedinica imaju sposobnost
da grade homo- ili heterodimere. Takode, svi ¢lanovi familije dele Rel domen (Slika
11), koji sadrzi funkcionalni region neophodan za vezivanje DNK, dimerizaciju,

jedarnu lokalizaciju i interakciju sa IkB inhibitornim proteinima.

NFkB je otkriven zahvaljujuci svojoj interakciji sa DNK sekvencom koja je
deo pojacavaca (eng. enhancer) kappa imunoglobulinskog lakog lanca u

limfocitima (Sen i Baltimore, 1986).

Od otkrica NFxB, pa do danas, opisan je Sirok spektar stimulusa koji ga
mogu aktivirati, kao i veliki broj gena i bioloSkih funkcija koje reguliSe ovaj
transkripcioni faktor. Samo neki od mnogih gena regulisani NFxB-om su:
citokini/hemokini i njihovi modulatori, imunoreceptori, proteinski antigeni,
Celijski adhezioni molekuli, akutno fazni proteini, geni aktivirani u odgovoru na

stres, Celijski povrsinski receptori, regulatori apoptoze, faktori rasta i njihovi
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modulatori, geni ranog odgovora, transkripcioni faktori, i enzimi bakar-cink i

mangan superoksid dismutaze (CuZnSOD, MnSOD).

U odgovoru na oksidativni stres, fosfatidilinizitol 3 kinaza (PI3K) i njen
nizvodni protein kinazni efektor (Akt - serin/treonin kinaza ili protein kinaza B -
PKB) omogucavaju adaptaciju Celije u cilju preZivljavanja. Efekat ova dva proteina
se ostvaruje preko Akt posredovane fosforilacije proapoptotskih proteina i

transkripcionih faktora. Akt direktno fosforiliSe NFkB protein.

Aktivirana forma NFkB preko PI3K/Akt fosforilacije stimuliSe ekspresiju
CuZnSOD gena, Sto rezultira smanjenjem oksidativnih oSte¢enja (Rojo i saradnici,

2004). PI3K/Akt signalni put moZe predstavljati senzor za koli¢inu ROS i na taj

nacin odrzavati homeostazu ROS preko transkripcione aktivacije antioksidantnih

<D

enzima.

i

2H,0, — 2H,0+0,

Slikal2. Shematski prikaz uticaja katalaze na aktivnost NFkB

Xu i saradnici (1999) su pokazali da su ROS ukljuc¢ene u aktivaciju NFkB,
preko TNF receptora. Xu i saradnici su pronasli nekoliko NFkB vezuju¢ih mesta na
3"15' regionu kao i na intronskom regionu MnSOD gena. Lokacija ovih elemenata
unutar MnSOD gena je kriticna za indukciju MnSOD preko NFKB proteina

posredovanu TNF.

Schmidt i saradnici (1995) su demonstrirali ulogu ROS-a u NFkB aktivaciji.
U njihovim eksperimentima oni su manipulisali nivoom superoksida i H202, kroz
razlic¢it nivo CuZnSOD-a i katalaze. Zakljucili su da prekomerna ekspresija katalaze

i CuZnSOD suprotno utie na aktivnost NFkB proteina, jer H202 indukuje NFkB
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direktnije od superoksidnog anjona. Isti autori su pokazali da je H202 potreban za
aktivaciju NFkB preko TNF. Vodonik peroksid omogucava fosforilsciju IkB
inhibitornog proteina, Sto rezultira u aktivaciji NFkB. Prekomerna ekspresija
katalaze suprimira NFkB aktivaciju tako $to uklanja H202, koji ima ulogu aktivatora

ovog transkripcionog faktora (Slika 12).

1.8.2.2. Nrf2 /Keap1 sistem u odgovoru na stres

Redoks regulacija predstavlja vrlo bitan metabolicki modulator ¢elijskih
funkcija, i sve je viSe istraZivanja koja potvrduju njegovu ulogu u u brojnim
hroni¢nim inflamatornim i neurodegenerativnim bolestima. Oksidativni stres moze

1

da dovede do neuralnih ostecenja, da menja

mfsm NLS 1 (42-53) intracelularnu signalizaciju i konacno izazove i
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82 . neuronalnu smrt.
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201 : - Cys183 R . . .. .
transkripcionom nivou. Ovaj koordinisani odgovor
odvija se preko cis-vezane sekvence DNK regulisane
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ARE) i mozZe biti aktiviran kako ROS-om tako i
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oksidativnog stresa, inflamatornih oStecenja i
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605 Medu brojnim transkripcionim faktorima koji

Slika 13. Funkcionalni domeni se u uslovima izmenjenog redoks stanja u Celiji vezuju
transkripcionog  faktora  Nrf2

(Zhana i saradnici,2013) za ARE sekvencu, posebno je interesantan nuklearni
factor E2 vezani factor 2 (engl. nuclear factor erythroid 2-related factor 2, Nrf2)
(Nguyen i saradnici, 2009). Nrf2 pripada familiji transkripcionih faktora sa

motivom leucinskog "rajfeSlusa” (eng. cap n" collar leucin zipper) (Motohashi i
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saradnici, 2002). Sastoji se od Sest Neh (Nrf2-ECH homolozi) domena, Neh1-6, i
svaki od ovih domena ima svoju funkciju (Baird i Dinkova-Kostova, 2011; Slika 13).
Ima konzervisan motiv u N-terminalnom domenu b-Zip structure, i formira
heterodimerni kompleks sa malim Maf proteinima. Nrf2 je konstitutivno
eksprimiran u Celiji i prelazi u jedro odmah nakon sinteze. Nrf2 reguliSe bazalnu i
inducibilnu ekspresiju brojnih gena za detoksifikujuce i antioksidativne enzime
(Nguyen i saradnici, 2005). NajviSe je zastupljen u metabolickim organima i
organima za detoksifikaciju, poput jetre i bubrega, kao i u organima koji su
konstantno izloZeni uticajima iz spoljaSne sredine, kao Sto su koZa, pluca i

digestivni trakt (Slika 16) (Lee i saradnici, 2005).

U bazalnim uslovima redoks senzitivni Nrf2 je lociran u citoplazmi gde je
preko Keap1 (engl. Kelch ECH associated protein 1) vezan za citoskelet (Kensler i
saradnici, 2007). U uslovima povecanog oksidativnog stresa Nrf2 se odvaja od

Keapl proteina i prelazi u jedro gde

"~ RoS 3 T pokrece transkripciju brojnih gena koji
KEAP!K ) citoplQ
/ NRFZ ‘

kodiraju  proteine  ukljutene u

antioksidativnu zaStitu (Slika 14).

Nakon aktivacije gena, transkripciona
aktivnost Nrf2 se zaustavlja uz pomo¢
Keap1 proteina tako Sto Keap1 ulazi u
jedro, vezuje i prenosi Nrf2 u

citoplazmu gde Nrf2 vrlo brzo podlezZe

degradaciji ubikvitinacijom.

Slika 14. U uslovima oksidativnog stresa Nrf2 se Stabilizacija Nrf2 u celiji, u uslovima
odvaja od Keapl proteina i iz citoplazme prelazi u

jedro gde pokrece transkripciju brojnih gena stresa zavisi od mehanizama koji ili

sprecavaju ili smanjuju pristup Keapl
proteina Nrf2 faktoru (Motohashi i Yamamoto 2004). Nrf2/Keap1 sistem je visoko
konzerviran medu vrstama, i osim kod sisara naden je i kod riba (zebrafish), dok je

CNC homologni protein naden i kod C. elegans.

Keapl je aktin-vezuju¢i citoplazmatski protein koji se sastoji od tri

funkcionalna domena: BTB (bric-a-brac) domen, IVR (eng. intervening region) i

35
Bioloski fakultet Univerziteta u Beogradu



Doktorska disertacija Uvod

DGR (poznatiji kao Kelch domen). Keap1 formira homodimer i svaki od dimera
vezuje po jedan molekul Nrf2 preko svoja dva Kelch domena sa DLG (vezujuce
mesto slabog afiniteta) i ETGE (vezujuce mesto visokog afiniteta) motivom u Neh2
domenu Nrf2 faktora. Nrf2/Keapl kompleks je povezan sa funkcionalnim E3
ubikvitin-ligaznim kompleksom (Rbx1) preko proteina Cullin3. Sedam lizinskih
ostataka Nrf2 u ovom kompleksu olakSavaju ubikvitinaciju posredovanu Rbx1
proteinom (Slika 15A) (McMahon i saradnici, 2006). Ubikvitovani Nrf2 se
naknadno razgraduje uz pomoc¢ 26S proteazoma. Dakle, inhibitorno svojstvo Keap1
poticCe od uloge koju igra u degradaciji Nrf2. U uslovima oksidativnog stresa desava

se disocijacija kompleksa Nrf2/Keapl (Kobayashi i saradnici, 2006). Bogat

A Keap 1 dimer B Keap 1 dimer

ROOH
ONOO~
elektrofili

|

degradacija stabilizacija

Slika 15. Promene u strukturi Keapl izazvane oksidativnim stresom regulisu aktivaciju Nrf2. U
bazalnim uslovima (A) Keapl je vezan za Nrf2 i omogucéava njegovu ubikvitinaciju i degradaciju. U
uslovima oksidativnog stresa (B) Keap1 oslobada Nrf2, koji potom moZe preci u jedro. BTB-bric-a-brac
domen; IVR- eng. intervening region; DLG-vezujuce mesto slabog dfiniteta; ETGE-vezujuce mesto
visokog afiniteta; Ub-ubikvitin (Brigelius-Flohé i Flohé, 2011).

cisteinskim ostacima, Keapl predstavlja dobar proteinski senzor oksidativnog
stresa. Dva cisteinska ostatka u IVR domenu (Cys273 i Cys288) ucestvuju u
vezivanju i supresiji Nrf2 aktivnosti, dok Cys151 u BTB domenu ima suprotnu
ulogu (Yamamoto i saradnici, 2008). Oksidacija ovih cisteinskih ostataka menja
konformaciju Keapl i dovodi do njegove disocijacije od DLG motiva Nrf2 (Slika
15B). Pretpostavlja se da se na ovaj nacin deSava inhibitorna modulacija njegove

aktivnosti i samim tim aktivacija Nrf2 transkripcionog faktora u citoplazmi. Da bi
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obavio svoju transkripcionu ulogu Nrf2 mora da se transportuje u jedro. Medutim,
ovaj mehanizam jo$ uvek nije potpuno razjaSnjen. U regulaciji transporta brojnih
transkripcionih faktora u jedro i iz njega, glavnu ulogu igraju sekvence za jedarni
eksportni signal (nuclear export signal, NES) i signal za jedarnu lokalizaciju
(nuclear localization signal, NLS). Tako su ove sekvence nadene i u Nrf2 proteinu
(Slika 13). Pravac kretanja Nrf2 u mnogome zavisi i od balansa izmedu tzv.
‘ulaznih’ i ‘izlaznih’ jedarnih signala, koji deluju preko ovih sekvenci (Li i Kong,

2009; Li i saradnici,

Pluca Koza Jetra

2006). Pokazano je r .
takode i da fosforilacija f‘ j‘ R w
Nrf2 na Ser40 u Neh2 Detoksifikacija . ntioksidanti

. Antioksidanti Inflamactia Det.ohs::l'ikacfja
domenu  (Huang i Detoksifikacija Proteazomi
saradnici, 2002) utice Mioral \ T / —
na disocijaciju  od A
Keap1 (Bloom i Jaiswal, Nri2

2003) i transport ovog I,A:::;s,r,kac:a = fe

transkripcionog faktora  ca* homeostaza ; - DAntt:olmdantt
. _ Signalizacija h etoksifikacija
u jedro (Numazawa i Faktor rasta Af/ N ::;*:;‘:;:ﬁ::;:
saradnici, 2003). / l \
U jedru, Nrf2 . . ... Retinalni
) Slezina Eritrociti epitel
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malim Maf proteinom ‘ ? @'
preko  svog Nehl Antioksidanti Citokini Antioksidanti

Detoksifikacija (T,B éelije) Antioksidanti po¢opqifikacija
domena a potom se 3
Slika 16. Nrf2 regulise bazalnu i inducibilnu ekspresiju brojnih gena za

vezuje za ARE (Itoh i detoksifikujece i antioksidativne enzime u metabolickim organima i
o organima za detoksifikaciju (Lee i saradnici, 2005)

saradnici, 1997). Keapl

takode poseduje sekvencu za izbacivanje iz jedra (eng. nuclear export sequence,

NES) u svom vezujuc¢em regionu za CRM1/eksportin put, Sto ukazuje na cinjenicu

da se ovaj protein transportuje iz jedra u citoplazmu i obrnuto. Tako se

pretpostavlja da nakon indukcije Nrf2-posredovanog antioksidativnog odgovora,

Keap1 ulazi u jedro, vezuje i prenosi Nrf2 nazad u citoplazmu, gde Nrf2 vrlo brzo
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podleZe degradaciji ubikvitinacijom (Sun i saradnici, 2007). Preterana aktivnost
Nrf2 faktora sprecena je negativhom povratnom spregom, tako Sto se ARE
sekvence nalaze i u promotorskim regionima Cul3, Rbx1 i Keap1 gena, koji su deo

kompleksa za degradaciju Nrf2 (Kaspar i Jaiswal, 2011; Lee i saradnici, 2007).

U odgovoru na oksidativni ili elektrofilni stres, Nrf2 reguliSe ekspresiju
slede¢ih gena: antioksidativnih (SOD1, hem oksigenaza), gena ukljucenih u
glutationski put (glutation peroksidaza, glutation reduktaza, glutamat cistein
ligaza), gena ukljuenih u tireodoksinski put (tireodoksin reduktaza,
peroksiredoksin), NADPH-regeneriSu¢ih enzima (glukozo-6-fosfat dehidrogenaza,
fosfoglukonat dehidrogenaza, malei¢ni enzim 1) i ksenobiotik-detoksifikujuéih
enzima (glutation-S-transferaza, UGT1A1, epoksid hidrolaza, karbonil reduktaza,
LTB4dh, NQO1, MRP). Vezuju¢i se za ARE sekvencu i aktiviraju¢i ekspresiju
citoprotektivnih gena Nrf2 igra takode vaZznu ulogu i u zastiti nervnih ¢elija od
oksidativnih oStecenja (Johnson i saradnici, 2008). NaruSavanje Keap1-Nrf2
interakcije ili genetska overekspresija Nrf2 mogu povecati endogeni
antioksidativni kapacitet u mozgu i tako ga zastititi od prekomernog oksidativnog
stresa. Novija istrazivanja koriste ciljanu Nrf2 prekomernu ekspresiju kao
terapeutsku strategiju u le¢enju neurodegenerativnih poremecaja (Joshi i Johnson,
2012). U CNS-u, Nrf2 takode reguliSe ekspresiju gena ukljucenih u redukciju
potencijala, inflamaciju u astrocitima, homeostazu kalcijuma, faktora rasta,

signalnih molekula i receptora/kanala.

Nedavno objavljene studije su pokazale da je u tkivima pacijenata koji
boluju od razlic¢itih neuroloskih poremecaja izmenjena ekspresija gena faze Il koji
su regulisani Nrf2/Keap1l sistemom (Zhang i saradnici, 2012), i mnogi naucnici
smatraju da Nrf2-indukovana antioksidativna zastita moze dati pozitivne rezultate
u borbi protiv poviSenog nivoa ROS-a u neurodegenerativnim bolestima (De Vries i

saradnici, 2008).
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Glutationski sistem

Redukovani glutation (GSH) je glavni neenzimski antioksidans u mozgu.
Deluje kao antioksidans sinergisticki sa askorbinskom kiselinom (vitaminom C) i
vitaminom E, koji je esencijalan za neurolosku funkciju, a oba su ’Cistaci’ slobodnih
radikala i stabilizatori membrana. GSH je vaZan za normalno funkionisanje mozga
jer je depo netoksi¢nog cisteina (Janaky i saradnici, 2000), kofaktor za brojne
enzime, komponenta metabolickih i transportnih puteva i protektor protiv
reaktivnih kiseonikovih i azotnih slobodnih radikala (Aoyama i saradnici, 2008).
Uklanjanje ovog pula moZe znacCajno pogoditi aktivnost respiratornog lanca i
dovesti do pada energije. GSH je neophodan za strukturu mitohondrije i funkciju
dok metaboli¢ki dogadaji ukljucuju¢i oksidativni stres dovode do ireverzibilnih
oSte¢enja i indukcije mitohondrijalne tranzitorne permeabilnosti, kompletnog

kolapsa membranskog potencijala i bubrenje mitohondrijalnog matriksa.

Glija igra vaznu ulogu u odrzavanju redoks homeostaze u neuronima (Slika
17). Tako se GSH primarno sintetiSe iz glutamata u astrocitima koje eksportuju
GSH neuronima (Anderson i saradnici, 2003; Dringen i saradnici, 2000). Glija

takode snabdeva neurone prekursorima za sintezu glutationa (Dringen i saradnici,

Glutamat Cistein

NG
GCL

yGIuGys Glicin

GS

Astrocit

GST

Elektrofili i
ksenobiotici (X)

GSH-X  Pr-S-Pr

Pr-SH

Neuron

Slika 17. Uloga Nrf2 u sintezi glutationa u neuronima i astrocitima. Molekuli koje regulise Nrf2
prikazani su crvenom bojom. Glu-glutamat; Cys- cistein; Gly-glicin; gGluCys-gglutamilcistein;
CysGly-cisteinilglicin; GSSG-glutation disulfid; GCL-g-glutamilcistein ligaza; GS-glutation sintaza;
Gpx-glutation peroksidaza; GR-glutation reduktaza; GST-glutation-S-transferaza; gGT-g-
glutamiltransferaza; Grx-glutaredoksin; Pr-protein; MRP1- eng. multidrug resistance protein 1;
EAACI-ekscitatorni aminokiselinski nosac 1 (Zhang i saradnici, 2013)
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1999; Qin i saradnici, 2006). Neuroni sadrze enzime neophodne za sintezu GSH ali
manje nego astrociti. Astrocitni GSH ima ulogu u neuroprotekciji jer je prekomerna
koli¢ina glutamata u ekstracelularnoj sredini neurotoksicna i astrociti imaju jak

sistem za preuzimanje glutamata.

Pored samog glutationa, glutationski redoks sistem Cine i tri grupe enzima
koji ucestvuju u biosintezi i transferu glutationa do njegovih supstrata, kao i u
redukciji oksidovanog glutationa. Genska ekspresija ovih enzima nalazi se pod
direktnom kontrolom Nrf2 faktora (Slika 17). Sinteza GSH deSava se sukcesivnhom
aktivno$¢u dva enzima. Najpre g-glutamilcistein sintaza (GCL) vezuje glutamatnu
kiselinu za cistein, i ovaj korak je glavni regulator sinteze glutationa. Drugi enzim,
glutation sintaza (GS), dodaje glicin i tako zavrSava sintezu glutationa. U
primarnim glijalnim i neuronskim kulturama prekomerna ekspresija Nrf2 vodi
povecanoj sintezi glutationa i povecanoj ekspresiji glutation sintaze (Shih i
saradnici, 2003; Vargas i Johnson JA 2009). Nrf2 takode reguliSe ekspresiju nekih
membranskih transportera koji u¢estvuju u prenosu materijala, tj. aminokiselina
neophodnih za sintezu glutationa. Tako, na primer, ekscitatorni aminokiselinski
nosa¢ 1 (eng. excitatory amino acid carrier 1, EAAC1), transportuje cistein u
neurone (Escartin i saradnici, 2011). Cistein je limitirajuéi supstrat za sintezu

glutationa a enzim GCL limitiraju¢i biosinteticki enzim u neuronima.

U transferu glutationa do njegovih supstrata ucestvuje nekoliko enzima a
medu njima su i glutation peroksidaza (GPx) i glutation S-transferaza (GST) (Shih i
saradnici, 2003). Dok GPx ucestvuje u redukciji vodonik peroksida i oksidovanih
lipida, GST vezuje glutation za elektrofile i ksenobiotike (Raza, 2011). Neki od GST
izoenzima igraju vaznu ulogu u neuroprotekciji. Tako GSTP1 uclestvuje u
negativnoj regulaciji ciklin zavisne kinase 5, koja se vezuje za brojne neuroloske
poremecaje (Sun i saradnici, 2011) i suprimira proapoptotsku JNK (c-Jun N-
terminalna kinaza) koja se aktivira u stresu (Elsby i saradnici, 2003). Glutation
reduktaza (GLR) je zaduZena za recikliranje oksidovanog glutationa u redukovani.

Za nju je takode pokazano da se nalazi pod regulacijom Nrf2.
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1.8.3. Antioksidativna zaStita

Antioksidativni zaStitni sistem (eng. antioxidant system, AOS) nastao je
tokom evolucije kod svih aerobnih organizama kako bi se sprecila, ogranicila ili
»,popravila“ oStecenja nastala delovanjem reaktivnih vrsta kiseonika (eng. reactive
oxygen species, ROS). Sva jedinjenja koja su prisutna u malim koncentracijama u
poredenju sa koncentracijom oksidacionog supstrata, a znacajno odlazu ili
sprecavaju oksidaciju tog supstrata, pripadaju AOS (Halliwell, 1997). AOS je vrlo
kompleksan sistem koji reguliSe i odreduje ravnotezu izmedu nivoa produkcije
ROS i njihovog uklanjanja, i sadrZzi: male antioksidativne molekule poput vitamina
(E, C, A), zatim primarne antioksidativne enzime (SOD, katalaza, GPx), sekundarne
antioksidativne enzime (GLR 1 glukozo-6-fosfat dehidrogenaza), glutation,
glutaredoksin i tireodoksin sistem. Tu su i komponente koje imaju relativno malu
specificnu antioksidativnu aktivnost u bazalnim koncentracijama, ali mogu biti
znacajni antioksidansi kada su prisutni u poviSenim koncentracijama. To su amino
kiseline, metaboli¢ki intermedijeri i mali molekuli (cistein, histidin, piruvat,
bilirubin, feritin, o-tioglicerol, B-merkaptoetanol), peptidi i proteini (albumin,
transferin, ceruplazmin, itd.) (Droge, 2002). Prema Halliwell-u i Gutteridge-u
(1995) u antioksidante spadaju i: melatonin, metalotioneini, a-ketoglutarat,
estrogeni hormoni, dihidrolipoinska kiselina, karnozin, homokarnozin, anserin i

melanin.

1.8.3.1. Superoksid dismutaze

Superoksid dismutaze (SOD) su enzimi koji imaju vaznu ulogu u bioloskoj
odbrani protiv patofizioloSkih promena uzrokovanih aktiviranim kiseonikom i/ili
slobodnim radikalima. U mitohondrijama, superoksidni radikal (O2--) se formira u
relativno visokim koncentracijama tokom curenja elektrona iz respiratornog lanca.
SOD je veoma efikasna u eliminaciji O2:-, koga uklanja putem katalizovane
dismutacije superoksidnog radikala u vodonik peroksid (H:02) i molekulski

kiseonik (02) (Fridovich, 1998).

202:- + 2H* - 02 + H20:
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Superoksidni anjon je uzrocnik lipidne peroksidacije u razlic¢itim celijskim i
tkivnim membranama, a produkti peroksidacije mogu izazvati oStec¢enja DNK. U
tkivima sisara postoje tri izoenzima SOD koja se medusobno razlikuju po svojoj

lokaciji, proteinskoj strukturi i po jonu metala koji sadrze u aktivnom centru.

Mangan superoksid dismutaza (MnSOD) je prvi put opisana 1973.
godine. To je homotetramerni enzim molekulske mase 88000g/mol. SintetiSe se u
citoplazmi kao prekursorski molekul
i sadrzi mitohondrijalnu target
sekvencu koja omogucava transport u
mitohondrije (Fridovich 1975;
Shimoda-Matsubayashi i saradnici,
1996). Transportuje se u
mitohondrijski matriks u blizinu
elektron transportnog lanca

(Fridovich, 1998). Gen za MnSOD je

Slika 18. Mangan superoksid dismutaza

lokalizovan na hromozomu 6q25 i

nefunkcionalnost ovog gena je letalna uz pojavu neuroloSkih smetnji i
kardiotoksi¢nosti (Lebovitz i saradnici, 1996; Melov i saradnici, 1999). Kolic¢ina
ovog enzima u Celijama koreliSe sa metabolickom aktivno$éu odredenih tkiva, pa
se najvecCe koliine ovog enzima mogu nadi u srcu, mozgu, jetri, bubrezima i

nadbubreZnoj Zlezdi.

MnSOD sadrZi jedan jon mangana po subjedinici. Aktivno mesto MnSOD
enzima ¢ine metalni joni (Mn) koji su koordinativnom vezom vezani sa bo¢nim
ostacima histidina i asparaginske kiseline, u obliku trigonalne bipiramide (Slika

18).

Mnogobrojni faktori, medu kojima su hiperoksija, zraCenje, TNFa, IL-1,
interferon-y i Celijsko redoks stanje (Crapo i Tierney, 1974; Oberley i saradnici,
1987; Wong i Goeddel, 1988; Kinscherf i saradnici, 1997) mogu indukovati MnSOD
i na iRNK i na proteinskom nivou. Promotor, kao i kontrolni region drugog introna
MnSOD gena, sadrze mesto vezivanja za transkripcioni faktor NFkB. Nedavne

studije su pokazale da pro- i antiapoptotski odgovori mogu biti aktivirani
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modulacijom MnSOD ekspresije posredovane NFkB. Istovremeno, visok nivo ovog
enzima negativno utice na NFkB aktivnost (Das i saradnici, 1995) i koreliSe sa
slabim apoptotskim potencijalom. Takode je pokazano da visok nivo MnSOD ima
neuroprotektivnu ulogu, smanjujuci apoptozu i ishemicna oStecenja mozga (Keller

i saradnici, 1998).

Bakar/cink superoksid dismutaza (CuZnSOD) se nalazi preteZno u
celijskoj citoplazmi, ali se moze detektovati i u cCelijskoj membrani, jedru i
mitohondrijama. Unutar mitohondrija lokalizovan je u intermembranskom
prostoru. Ovaj enzim je homodimer, molekulske mase 32000g/mol i njegov gen je
lokalizovan na hromozomu 21q22. Bakar je esencijalan za kataliticku funkciju ovog
enzima, dok cink ima klju¢nu ulogu u odrZavanju strukture enzima (Fridovich,
1998). Jon cinka je vezan za tri histidinska i jedan asparaginski ostatak. Atom
bakra je vezan za Cetiri histidinska ostatka. Dva metalna jona su medusobno
povezana histidinskim mostom (Slika 19). Superoksid se ne vezuje direktno za
aktivno mesto, ve¢ se uz pomoc¢ elektrostatickog privlacenja smesta u blizinu
aktivnog mesta. Specificna forma
elektrostatickog privlaCenja
oznacava se kao katjonski levak.
Kada prvi superoksid bude
privuen u blizinu aktivnog

mesta, elektron sa njega prelazi

na aktivno mesto, razgraduje se
Slika 19. Bakar/cink superoksid dismutaza

histidinski most i dolazi do
promene konformacije aktivnhog mesta. Po dolasku drugog superoksida,
redukovani bakar se reoksiduje, elektron se vraca na superoksidni molekul
zajedno sa dva protona, grade¢i molekul vodonik peroksida. Poliakrilamid gel
elektroforezom izolovana su dva izoenzimska oblika humane CuZnSOD. Razliciti
izoenzimski oblici nastaju u procesu posttranslacijskih modifikacija primarnih
transkripata. CuZnSOD je izuzetno stabilan enzim. Otporan je na delovanje

proteaza i denaturiSuc¢ih agenasa. CuZnSOD igra vaznu ulogu u prvoj liniji

antioksidativne obrane.
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BioloSki poluzivot CuZnSOD je 5-15 min u slobodnoj formi, a 24h u
lipozomalnoj formi. Pokazano je prisustvo ovog enzima u svim tkivima kao i u
plazmi i eritrocitima, a posebno visoku aktivnost pokazuje u jetri, bubrezima, srcu,
centralnom nervnom sistemu i nadbubreznoj Zlezdi (Marklund, 1984). Inkubacija
sa niskim dozama vodonik peroksida u trajanju od 24 h blago povecava aktivnost
ovog enzima, pruZajuci dokaze da oksidativni stres indukuje ovaj enzim. Nasuprot
tome visoke koncentracije vodonik peroksida smanjuju enzimsku aktivnost, ne

menjajuci iRNA nivo CuZnSOD.

Promotorski region CuZnSOD gena sadrZzi vezujute mesto za NFkB
transkripcioni faktor, kao i za GR (Kim i saradnici, 1994). CuZnSOD i MnSOD su
visoko eksprimirane u neuronima. Medutim, ove dve SOD nisu koordinisano
regulisane u odgovoru na razliCite vrste oksidanata ili citokina. Naime, indukcija
CuZnSOD citokinima, oksidantima, interleukinima je manja u poredenju sa
indukcijom MnSOD (Isoherranen i saradnici, 1997). Takode, nefunkcionalnost
CuZnSOD gena nije letalna, kao $to je to slucaj sa MnSOD, ve¢ samo povecava
podloZnost neuroloSkim oSte¢enjima (Reaume i saradnici, 1996). Mutacije u genu
za CuZnSOD nadene su kod obolelih od amiotrofi¢ne lateralne skleroze (Rosen i
saradnici, 1993), kao i kod osoba sa Daunovim sindromom, gde je zbog trizomije
21. hromozoma detektovana i veca koli¢ina ovog enzima praena povecanom

lipidnom peroksidacijom u cerebralnom korteksu (Brooksbank i Balazs, 1984).

Ekstracelularna superoksid dismutaza je tetramerni, slabo hidrofobni
glikoprotein. SadrZi jedan atom Zn i jedan atom Cu u aktivhom centru. Po svojim
strukturnim osobinama, ekstracelularna SOD je sli¢nija CuZnSOD, nego MnSOD.
Ima veliki afinitet za glikozaminoglikane, kao S$to su heparin i heparansulfat. U
zavisnosti od sposobnosti vezivanja za heparin razlikujemo tri frakcije
ekstracelularne SOD: frakcija A (ne poseduje afinitet za heparin), frakcija B
(poseduje slabi afinitet za heparin) i frakcija C (poseduje veliki afinitet za heparin).
Ekstracelularna SOD sintetizuju fibroblasti, celije glije, makrofagi, hondrociti i
endotelne Ccelije. Prisutna je u ekstracelularnoj sredini: plazmi, limfi i
cerebrospinalnom likvoru. Eksprimira se u mozgu, ali mnogo manje od CuZnSOD i

MnSOD.
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1.8.3.2. Katalaza

Katalaza je jedan od najrasprostranjenijih enzima u prirodi i nalazi se u
svim Zivim organizmima. To je homotetramerni enzim molekulske mase
24000g/mol (Slika 20). Lokalizovana je uglavnom u peroksizomima, ali se moZe
naci i u citoplazmi i u mitohondrijama (Radi
i saradnici, 1991; Kinnula i saradnici, 1995;
Fridovich 1998). Gen za humanu katalazu je
mapiran na hromozomu 11p13. Poznata su
tri izoenzimska oblika (A, B, C) koji nastaju
posttranslacionom modifikacijom
primarnog proteina. Svaki monomer sadrZi

prosteteticnu  grupu sa  hemom u

katalitickom centru, koji se sastoji od
protoporfirinskog prstena i centralnog Slika 20.Katalaza

atoma Fe. Monomeri katalaze kod odredenih vrsta takode sadrze vezan NADPH,
koji Stiti enzim od oksidanata, kao Sto je i sam supstrat katalaze, H202, i povecava
njegovu efikasnost (Nordberg i Arner, 2001). Katalaza ima dominantnu ulogu u
razgradnji H202 kada je njegova produkcija povecana (Jones i saradnici, 1981).

Tokom katalitickog ciklusa H202 se razlaZe na vodu i kiseonik.
2H202 - 2H20 + O

Ova reakcija odigrava se u dva koraka. Najpre se vezuje jedan molekul H20,,
iz koga se izvlaci jedan atom kiseonika i vezuje za centralni atom gvozda uz
oslobadanje molekula vode. Kada se veZe drugi molekul H20;, drugi atom
kiseonika se kombinuje sa atomom kiseonika vezanim za gvozde, i oslobada se jos
jedan molekul vode i O2. Antioksidativna uloga katalaze je da smanji rizik od
formiranja hidroksilnih radikala iz H202 preko Fentonove reakcije katalizovane
jonima Cu ili Fe. Katalaza takode ima funkciju da detoksifikuje razli¢ite supstrate,
npr. fenole i alkohole, preko kuplovane redukcije H202. Pri fizioloSkim
koncentracijama H;0; preovladava peroksidazni tip reakcije. Dok glavnu ulogu u
odstranjivanju malih koli¢ina vodonikovog peroksida ima GPx, katalazna aktivnost

se detektuje tek pri ve¢im koncentracijama H20;, Sto govori da je Kkatalaza
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isklju¢ivo odgovorna za razgradnju peroksida u uslovima oksidativnog stresa.
Hiperoksija, oksidansi i citokini mogu indukovati aktivnost katalaze. Celije
produkuju Oz- pod normalnim i patoloskim uslovima. Reakcija katalaze sa ovom
reaktivnom vrstom rezultuje u inaktivaciji enzima. Posledica inhibicije ovog

enzima je povecan nivo H202, koji moZe izazvati oStecenje tkiva.

Katalaza je prisutna u svim tkivima sisara, pri ¢emu se visokom aktivnoscu
posebno isticu jetra i eritrociti. Mala aktivnost enzima nadena je u mozgu, srcu,
skeletnim miSi¢ima i slezini (Halliwell i Guteridge, 1995). Katalaza je zaduZena za
uklanjanje viSka vodonik peroksida u neronima (Schad i saradnici, 2003), dok u
mikroglijalnim ¢elijama tu funkciju vrsi prvenstveno GPx (Lindenau i saradnici,
1998). Narusen peroksidazni sistem registrovan je u nekim studijama starenja kod

misSeva (DeHaan i saradnici, 2003).

1.8.3.3. Glutation peroksidaza i glutation reduktaza

Centralno mesto u redukciji organskih hidroperoksida zauzima enzim

glutation peroksidaza, GPx (Slika 21).

Slika 21. Glutation peroksidaza i glutation reduktaza
Postoji nekoliko oblika ovog enzima i to:
1) selen-zavisna glutation peroksidaza (Se-GPx) koja redukuje H202 do H20

i organskih hidroperoksida u odgovarajuce alkohole, uz prisustvo glutationa kao

drugog supstrata. Primarno je citosolni i mitohondrijalni tetramerni selenoprotein,
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i u aktivnom centru ima selen u obliku selenocisteina. Selen je neophodan za

sintezu i enzimsku aktivnost GPx-a.

2) selen-nezavisna forma, koja koristi samo organske hidroperokside kao
supstrate i pripada familiji enzima glutation-S-transferaze, GST, koji katalizuju
reakcije konjugacije redukovanog glutationa sa raznim organskim jedinjenjima.
GST je multifunkcionalni enzim, nalazi se u citosolu, dimer je i ima tri razlicite
funkcije: Kkatalizuje reakcije konjugacije redukovanog glutationa sa razlic¢itim
elektrofilima, deluje kao vezuju¢i protein za razliCite supstance (steroidi,
metaboliti i neki lekovi) i kovalentno vezuje neke kancerogene, pesticide i

potencijalno toksi¢ne supstance;

3) enzim fosfolipid-hidroperoksid glutation peroksidaza, PH-GPx, koja
reaguje samo sa fosfolipidnim hidroperoksidima, redukuje fosfolipide, monomer
je, u aktivnom centru sadrZi selenocistein, nalazi se u citosolu, jedina je forma
glutation peroksidaze koja inhibira proces lipidne peroksidacije uz obavezno
prisustvo fizioloskih koncentracija vitamina E. RazliCite izoforme enzima razlicito
su rasporedene po tkivima. Tkiva s najvecom koli¢inom GPx su jetra i bubrezi, u

umerenoj koli¢ini prisutna je u srcu, plu¢ima i mozgu, a malo je ima u misi¢ima.

Neuroprotektivna uloga ovog enzima dokumentovana je u mnogim
radovima (DeHaan i saradnici, 2003; Weisbrot-Lefkowitz i saradnici, 1998).
Takode, izmenjena aktivnost ovog enzima primecena je kod Zivotinjskih modela
stresom indukovane depresije (Eren i saradnici, 2007), kao i u patogenezi
neurodegenerativnih bolesti u nekim klinickim studijama (Power i Blumbergs,
2009). GPx-a najviSe ima u mikroglijalnim ¢elijama (Lindenau i saradnici, 1998),
dok je u neuronima i astrocitima mnogo manje zastupljen. Glutation peroksidaza je

nekoliko puta viSe zastupljenija u mozgu od katalaze.

Za enzimsku aktivnost GPx-a neophodno je prisustvo redukovanog
glutationa koji sluzi kao kosupstrat. Glutation je najzastupljeniji intracelijski
antioksidans baziran na tiolu. Prisutan je u milimolarnim koncentracijama u svim
sisarskim Celijama, sintetiSe se u citoplazmi iz glutamata, glicina i cisteina, a zatim
se transportuje u mitohondrije (Dringen i saradnici, 2000). Uglavnom ima funkciju

sulfhidrilnog pufera, ali sluzi i kao detoksifikujuéa komponenta H202 u GPx
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katalizovanoj reakciji pri ¢emu prelazi u oksidovanu formu GSSG (Slika 22).
Redukovani glutation je glavni neenzimski antioksidans u mozgu. Deluje kao
antioksidans sinergisticki sa askorbinskom kiselinom i vitaminom E, koji je
esencijalan za neuroloSku funkciju a oba su ’Cistaci’ slobodnih radikala i
stabilizatori membrana. Razlozi zaSto je GSH vaZan za normalno funkionisanje
mozga su jer je on depo netoksicnog cisteina, kofaktor koji je esencijalan za brojne
enzime, komponenta metabolickih i transportinh puteva i protektor protiv
reaktivnih slobodnih radikala kiseonika i azota. Uklanjanje glutationskog pula

moZe znacajno pogoditi aktivnost respiratornog lanca i dovesti do pada energije.

2 GSH| <
NADP*
GPx GLR
2 ‘ - +H,0 | YNADPH
GSSG

Slika 22. Glutation redukuje slobodne radikale (Re) u neenzimskoj reakciji, dok se u
enzimskoj reakciji ponasa kao donor elektrona za redukciju peroksida (ROOH) glutation
peroksidazom (GPx). Glutation reduktaza (GLR) regenerise GSH iz GSSG koriste¢i NADPH
kao kofaktor.

GSH je neophodan za strukturu mitohondrije i funkciju dok metabolicki
dogadaji ukljucuju¢i oksidativni stres dovode do ireverzibilnih oStecenja i
indukcije mitohondrijalne tranzitorne permeabilnosti, kompletnog kolapsa
membranskog potencijala i bubrenje mitohondrijalnog matriksa. Metabolizam GSH
u mozgu je usko povezan sa homeostazom tiola. GSH se primarno sintetiSe iz
glutamata u astrocitima koje eksportuju GSH neuronima (Dringen i saradnici,
1999). Neuroni sadrZe enzime neophodne za sintezu GSH ali manje nego astrociti.
Astrocitni GSH ima ulogu u neuroprotekciji jer je prekomerna koli¢ina glutamata u
ekstracelularnoj sredini neurotoksic¢na i astrociti imaju jak sistem za preuzimanje

glutamata.
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Oksidovani glutation (GSSG) se redukuje NADPH-zavisnim flavonoenzimom
GLR-om. Glutation reduktaza katalizuje reakciju redukcije oksidovanog glutationa
u redukovani glutation, uz uces¢e NADPH kao redukujuceg kofaktora. GLR je dimer
(Slika 21) cija svaka subjedinica sadrZi u aktivnom centru flavin adenin dinukleotid
(FAD). Nalazi se u citoplazmi i mitohondrijama, a njegova glavna funkcija je da
odrZava glutation u redukovanom obliku. Ima znacajnu ulogu u zastiti organizma
od oksidativnih oStecenja. Nedostatak ovog enzima dokumentovan je u razli¢itim
patoloSkim stanjima (Loos i saradnici, 1976). Povecana aktivnost GLR kao odgovor
na oksidativni stres, rezultat je indukcije sinteze specificne iRNK, kao i
uspostavljanja ravnoteZe sa ostalim komponentama antioksidativnog sistema
zaStite (Mullineaux i Creissen, 1997). GSSG moZe takode efikasno biti redukovan

tioredoksinom (Nordberg i Arner, 2001).

49
Bioloski fakultet Univerziteta u Beogradu



2. Cilj rada



Doktorska disertacija Cilj rada

Budu¢i da je poznato da je hronic¢ni stres jedan od najcescih etioloSkih
faktora u razvoju psihijatrijskih i neurodegenerativnih bolesti, i da se u osnovi ovih
bolesti ¢esto nalazi oksidativni stres ili neadekvatna antioksidativna zastita,
osnovni cilj istraZivanja ove doktorske disertacije bio je da se ispita efekat
hroni¢nog stresa socijalne izolacije, koja predstavlja model najbliZi ljudskim
studijama psihosocijalnog stresa, na mehanizme antioksidativne zastite u jetri i u
limbickim strukturama mozga (hipokampusu i prefrontalnom korteksu), kod

muzjaka pacova Wistar soja.

Bilo je od interesa da promene do kojih dovodi socijalna izolacija,

okarakteriSemo i na nivou ponasanju Zivotinja.

[spitivali smo da li mehanizmi uocenih promena uklju¢uju hormonsku
signalizaciju u stresu, na nivou kortikosterona, kao i aktiviranje transkripcionih

faktora osetljivih na oksidativni stres i ekspresiju gena koji su njima regulisani.

Jedan od ciljeva ove disertacije je bio je da se pokaZe da li na nivou
antioksidativne zaStite postoji razlika u odgovoru na stres izmedu hipokampusa i

prefrontalnog korteksa.

Takode smo Zeleli da ispitamo da li socijalna izolacija menja antioksidativni
odgovor pracenih struktura na naknadni akutni stresor. Moguce efekte
neadekvatnog odgovora definisali smo kao ireverzibilne promene na nivou

studiranih parametara.

51
Bioloski fakultet Univerziteta u Beogradu



3. Materijal i metode



Doktorska disertacija Materijal i metode

3.1. Materijal

U eksperimentima smo koristili hemikalije p.a. (pro analisi) stepena Cistoce.
Od firme Sigma Chemical Company, St. Louis, USA, smo nabavili natrijum dodecil
sulfat (eng. sodiumdodecyl sulphate, SDS), fenilmetilsulfonil hlorid (PMSF), Tween-
20, saharozu, natrijum fluorid, f-merkaptoetanol, ditiotreitol (DTT), etilendiamino
tetrasiretnu kiselinu (Na2EDTA), akrilamid, bisakrilamid, Folin reagens, Tris
bazu, TEMED (N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamin), dietilpirokarbonat (DEPC),
agarozu, difenilamin. Od firme SERVA electrophoresis, Heidelberg, Germany, smo
nabavili slede¢e hemikalije: glicin i proteazne inhibitore: aprotinin, leupeptin i
antipain. Za ispitivanje koncentracije kortikosterona u serumu smo Kkoristili
Corticosterone OCTEIA kit, American Laboratory Products Co, a za odredivanje
koncentracije glukoze u krvi Accutrend aparat firme Roche Diagnostics, USA. Za
merenje aktivnosti MnSOD i CuZnSOD u moZdanim strukturama smo koristili

komercijalni kit, Randox Laboratories, Crumlin, UK.

Za prepisivanje RNK u cDNK smo koristili High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit firme Applied Biosystems. Hemikalije koje smo Kkoristili za
lan¢anu polimeraznu reakciju (PCR) su proizvodi firme Fermentas, Lithuania, a

»prajmeri“ su proizvodi firme Metabion, Germany.

Antitela koja smo Kkoristili u Western blot analizi su od sledecih
proizvodaca: zecja poliklonska antitela na GR (M-20), NFxB (C-20), GPx (H-151),
GLR (H-120), kao i misSja monoklonska antitela na Hsp90 o/ (F-8) su proizvod
firme Santa Cruz Biotechnology, USA. Zelje poliklonsko antitelo na [3-aktin (ab
8227) je proizvod firme Abcam. Zecja poliklonska antitela na MnSOD (SOD-101) i
CuZnSOD (SOD-100), kao i miSje monoklonsko antitelo na Hsp70 (NS 27F3-4) su
proizvod firme Stressgen, USA, a miSja monoklonska antitela na Nrf2 (MAB3925) i
Keap1l (MAB3024) su proizvod firme R&D Systems. Zecje poliklonsko antitelo na
katalazu je proizvod firme Calbiochem, a miSje monoklonsko antitelo na mHsp70
(MA3028) je proizvod firme Affinity Bioreagents. Sva sekundarna antitela
obeleZena peroksidazom izolovanom iz rena (HRP, eng. horse-radish peroxidase)

smo nabavili od firme Amersham, USA. Za detekciju hemiluminiscencije obeleZenih
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proteina na Western blot-u smo Koristili koncentrovani ECL supstrat proizvodaca

Pierce, USA.

3.2. Metode

3.2.1. Gajenje eksperimentalnih Zivotinja

U svim eksperimentima smo radili sa odraslim muZjacima pacova Wistar
soja, starim 2.5 do 3 meseca, telesne mase od 330 do 400 g. Zivotinje smo gajili po
4 jedinke u plasticnom kavezu standardne velic¢ine (Sirina 32 cm, duzina 46 cm i
visina 22 c¢m), sa hranom i vodom ad libitum, na sobnoj temperaturi od 20 + 2 °C,
sa pravilnom smenom svetla i mraka u intervalima od po 12 sati (Slika 23).

VlazZnost vazduha u prostoriji bila je 55 %.

Slika 23. Gajenje eksperimentalnih Zivotinja

Sve Zivotinje smo gajili u Laboratoriji za molekularnu biologiju i
endokrinologiju Instituta ,Vin¢a“ i sve procedure na Zivotinjama su odobrene od
strane Etickog komiteta za koriS¢enje laboratorijskih zivotinja Instituta za
nuklearne nauke u Vin¢i, i prema nacrtima Srpskog udruzenja za koriSCenje
zivotinja u nauci i obrazovanju (engl. Serbian Laboratory Animal Science

Association, SLASA).
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3.2.2. Tretman eksperimentalnih Zivotinja

U naSim eksperimentima smo Zeleli da proucimo promene koje stres
socijalne izolacije izaziva kod muZjaka Wistar pacova, kao i njegov uticaj na
odgovor Zivotinje na akutni stres imobilizacijom koji se smatra normalnim
odgovorom na stres. Za potrebe eksperimenta, Zivotinje smo podelili u Cetiri grupe.
U prvoj grupi su bile kontrolne, nestresirane Zivotinje, koje su odgajane u
standardnim (prethodno opisanim) laboratorijskim uslovima. Drugu grupu su
Cinile Zivotinje koje smo izlagali akutnoj imobilizaciji po metodi Kvetnanskog i
Mikulaja (1970), u trajanju od 30 min (9.00-9.30h). Zivotinje smo imobilisali u
lezeCcem opruzZenom poloZaju na imobilizacionoj dasci, okrenute stomakom na
dole, tako Sto smo fiksirali glavu metalnom petljom a ekstremitete
eksperimentalne Zivotinje leukoplastom za drZzace ploce (Slika 24A). Ova vrsta
imobilizacije je standardna procedura, koja dovodi do dobro okarakterisanog

povecanja kateholamina i kortikosteroida. Ovaj tretman smo Kkoristili kao model

Slika 24. Tretman eksperimentalnih Zivotinja A) akutnom imobilizacijom i B) hronicnom socijalnom
izolacijom

normalnog odgovora na stres. Tre¢u grupa Zivotinja smo izlagali hroni¢nom stresu
izolacije u trajanju od 21 dana. Hronicni stres izolacije smo izvodili tako Sto smo
Zivotinje Cuvali individualno u kavezima 21 dan, pri ¢emu ove Zivotinje nisu bile u
mogucnosti da se vide ili dodiruju, ali su imale delom normalne sluSne i mirisne
kontakte (Slika 24B). Da bi proverili da li Zivotinje koje su Zivele u izolaciji 21 dan
imaju sposobnost da na akutni stres odgovore isto kao kontrolne Zivotinje, koristili
smo model kombinovanog stresa, gde smo Zivotinje koje su bile izolovane 21 dan

naknadno podvrgnuli akutnom stresu imobilizacijom (Cetvrta grupa).
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Sve Cetiri eksperimentalne grupe Zivotinja smo 1h pre tretiranja
imobilizacijom i/ili Zrtvovanja prebacili u prostoriju gde smo izvodili eksperiment.
Za potrebe dodatnog eksperimenta gde smo pratili promene u subcelijskoj
distribuciji Nrf2 i Keapl proteina tokom trajanja akutnog stresa, koristili smo
Zivotinje koje smo izlagali akutnoj imobilizaciji u trajanju od 5, 10, 20 i 30 minuta.
Zivotinje smo Zrtvovali dekapitacijom na giljotini (Harvard-Apparatus, USA),
neposredno posle tretmana, u isto vreme, da bi izbegli varijacije u novou

kortikosterona koje poticu od cirkadijalnog ritma glukokortikoida.

3.2.3. Testovi ponasanja

Testove ponasanja smo radili samo sa kontrolnim i hroni¢no stresiranim
zivotinjama, da bi utvrdili da li hroni¢na socijalna izolacija izaziva promene u
ponasanju koje su nalik na anksiozno i depresivno ponasanje. U tu svrhu smo
koristili testove za analizu anksioznog ponaSanja - test izdignutog plus lavirinta
(eng. elevated plus maze, EPM) i test za analizu depresivnog ponasanja- test
forsiranog plivanja (eng. forced swimming test, FST). Sve testove smo izvodili
tokom dana, u periodu izmedu 9.00-15.00h, i sve Zivotinje smo 1h pre testiranja

prebacili u prostoriju gde smo izvodili testove ponasanja.

3.2.3.1. Test izdignutog plus lavirinta

Test izdignutog plus lavirinta je jednostavan metod koji se koristi za
procenu anksioznog ponasanja Zivotinja (Walf i Frye 2007). Pacovi i miSevi
prirodno izbegavaju jako osvetljena, nepoznata mesta i otvoren prostor, tako da
okruZenje koje im je ponudeno u ovom testu (otvoreni krakovi) za njih predstavlja
anksiogeni stimulus Sto omogucava eksperimentatoru da merenjem vremena koje
Zivotinja provede u zatvorenim krakovima lavirinta odredi da li se Zivotinja ponasa

anksiozno.

Improvizovana aparatura koju smo koristili za test izdignutog plus lavirinta
se sastoji od 4 kraka izdignutih na platformu visine 50 cm. Dva naspramna kraka
dimenzija 50 x 10 cm su otvorena a druga dva istih dimenzija imaju i zidove visine

50 cm (Slika 25). Testiranje smo izvodili u sobi sa kontrolisanom temperaturom,
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bukom i osvetljenjem. Zivotinje smo uneli u sobu za testiranje sat vremena pre
pocCetka testa. Sva testiranja smo radili u periodu izmedu 9.00-12.00h u
zatamnjenoj prostoriji. Zivotinju smo postavljali u centar platforme tako da bude
okrenuta otvorenom kraku, nakon ¢ega smo zapocinjali snimanje kamerom (Canon
S3, Japan) u trajanju od 5 minuta. U testu smo pratili sledec¢e elemente ponaSanja:
ukupan broj ulaza (kada je Zivotinja sa 3 Sape u kraku), broj ulaza u otvorena i

zatvorena polja lavirinta, kao i vreme koje Zivotinja provodi u otvorenim poljima

=3 lavirinta. Posle svakog testiranja,

B

&
Zivotinje smo vracali u svoje kaveze
i zatim u sobu gde su odgajane, a
prostor za testiranje smo Cistili
rastvorom 90% etanola. Video
snimke pojedinacnih testiranja smo
analizirali subjektivnom metodom
od strane dva eksperimentatora.
Snimak (rezolucije 640 x 480) je

analiziran u programu Windows

Slika 25. Test izdignutog plus lavirinta (EPM) Media Player 11.

Kamera koju smo koristili ima brzinu blende (eng. shutter speed) od
1/3200, kao i moguénost automatskog smanjivanja brzine otvaranja blende (eng.
high ISO auto setting i optical image stabilizer) koje je neophodno za uspesno

snimanje u zamracenim uslovima.

3.2.3.2. Test forsiranog plivanja

Test forsiranog plivanja se smatra standardnim testom za pracenje
ponasSanja koje je nalik depresivnom ponasanju (eng. depressive-like behavior) i
najceSce se koristi da se odredi efikasnost antidepresiva u korekciji ponasanja

laboratorijskih Zivotinja (uglavnom pacova i misSeva).
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Test forsiranog plivanja po metodi Porsolta (Porsolt i saradnici, 1977) smo
radili jedan dan nakon testiranja u izdignutom plus lavirintu. Zivotinje smo uneli u
sobu za testiranje 30 min pre pocetka testa. Sva testiranja smo radili u periodu
izmedu 9.00-12.00h u zatamnjenoj prostoriji. Improvizovana aparatura koju smo

imobilnost  plivanje penjanje koristili za test forsiranog plivanja

E E E predstavlja cilindar od pleksiglasa

(visine 50 cm i precnika 20 cm),
koji  je napunjen  vodom

temperature 24.0 * 0.5 °C, do

— i . visine od 30 * 1.5 cm. Zivotinju
D smo spustali u cilindar sa vodom
30 cm ' gde joj je dozvoljeno da pliva u

uslovima u kojima izlazak iz
= cilindra nije mogu¢ (Slika 26) u
trajanju od 5 minuta. Posle svakog

Slika 26. Test forsiranog plivanja (FST) . )
testiranja, Zivotinje smo vracali u
svoje kaveze i zatim u sobu gde su odgajane. Takode, nakon svakog testiranja,
cilindar smo Cdistili i punili sveZom vodom, jer je pokazano da koriS¢enje vode u

kojoj je prethodno plivala druga Zivotinja menja njihovo ponasanje.

Svako pojedinacno testiranje smo snimali u zamracenoj sobi video
kamerom (Canon S3, Japan) iz dva poloZaja (iznad cilindra i sa strane), a snimak
smo naknadno analizirali, na isti nac¢in kao i test izdignutog plus lavirinta.
Vremenski interval od 5 minuta smo podelili u 60 mini intervala od 5 sekundi, i sa
snimka smo za svaki mini interval odredjivali jedno od tri dominantna ponasanja:
imobilnost, plivanje ili penjanje (Slika 26). Imobilnost smo definisali kao izostanak
pokreta celog tela, osim malih pokreta, neophodnih da Zivotinja odrzi glavu iznad
vode. Plivanje smo definisali kao namerno horizontalno kruzno kretanje Zivotinje
po cilindru, po povrSini vode. Pod penjanjem se podrazumevaju intenzivni pokreti
Sapama po povrsini vode ili uz zid cilindra, gde Zivotinja pokuSava da izade iz

cilindra.
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3.2.4. Priprema tkiva i seruma

Za potrebe analiza jetre i mozdanih tkiva hipokampusa i PFC-a Zivotinje
smo Zrtvovali dekapitacijom pomocu giljotine (Harvard Apparatus). Mozak smo
izolovali i brzo prebacili na led a zatim smo odvajali hipokampus i PFC. Jetru smo
perfundovali hladnim fizioloSkim rastvorom, izolovali i prebacili takode na led.
Tkiva smo trenutno zamrzavali u teCcnom azotu i cuvali na -70 °C do dalje obrade.
Krv smo sakupljali u epruvete i ostavili da koaguliSe na sobnoj temperaturi 30 min,
nakon €ega smo je centrifugirali 15 min na 3000 rpm (Heraus centrifuga). Dobijene

serume smo ¢uvali na -20 °C do ELISA eseja.

3.2.5. Odredivanje koncentracije kortikosterona u serumu i glukoze

u krvi

Koncentraciju kortikosterona u serumu smo odredivali esejem specificnim
za pacovski serum (OCTEIA kit, American Laboratory Products Co). To je
kompetitivni ELISA esej u kome je poliklonsko antitelo na kortikosteron vezano za
unutrasnju povrsinu mikrotitar ploce. Kalibratore (standarde), kontrolne uzorke i
razblaZzene uzorke nepoznate koncentracije kortikosterona smo nanosili na plocu u
duplikatu i inkubirali preko no¢i na 2-8 °C sa antitelom koje je konjugovano sa
HRP. PloCu smo zatim tri puta sukcesivno isprali, i dodali hromogeni supstrat
tetrametilbenzidin (TMB) koji dovodi do razvijanja boje. Enzimsku reakciju smo
prekinuli dodavanjem STOP rastvora (0.5 M HCl), nakon c¢ega smo ocitali
apsorbancu na 450 nm i 650 nm (650 nm je korekciona OD) na ELISA ¢itacu
(WALLAC 1420-Victor2 Multilabel Counter, LKB). Intenzitet razvijene boje je
obrnuto proporcionalan koncentraciji kortikosterona u uzorku. Vrednosti koje smo

ocitali sa semilogaritamske standardne krive smo izrazili u ng/ml.

Koncentraciju glukoze u krvi smo odredili pomo¢u komercijalnih traka za
merenje glukoze (Accutrend strips). Na traku smo naneli 10 pl krvi i koncentraciju

glukoze smo automatski ocitali sa Accutrend aparata.

59
Bioloski fakultet Univerziteta u Beogradu



Doktorska disertacija Materijal i metode

3.2.6. 1zolovanje proteina i priprema citosolnih, jedarnih,
mitohondrijalnih i peroksizomalnih frakcija mozdanih

struktura

Za odredivanje nivoa proteina smo koristili specificne subcelijske frakcije, i
to citosolnu, jedarnu, mitohondrijalnu i peroksizomalnu frakciju obe moZzdane
strukture. Subcelijske frakcije smo dobijali iz skupine 4 hipokampusa ili 4 PFC-a.
Pulovano, smrznuto tkivo smo homogenizovali u homogenizeru staklo-teflon
(Potter-Elvehjem) sa 20 zaveslaja tuckom, u 2 zapremine hladnog (4 °C) 20 mM
Tris-HCl pufera (pH 7.4) koji je sadrzao 10 % glicerol, 50 mM NaCl, 1 mM
Na:EDTA, 1 mM Naz:EGTA,2 mM DTT i proteazne (20 mM Na:MoO4, 0.15 mM
spermin, 0.15 mM spermidin, 0.1 mM PMSF, 5 pg/ml antipain, 5 pg/ml leupeptin, 5
pug/ml aprotinin, 10 pg/ml tripsin inhibitor i 3 mM benzamidin) i fosfatazne
inhibitore (20 mM f-glicerofosfat, 5 mM Na4P,07x10H20, 2 mM NazVO4, 25 mM
NaF), dodate neposredno pred rad. Homogenat smo centrifugirali 10 min/2000 x
g/4 °C (Eppendorf 5417), nakon ¢ega smo supernatant koristili za dobijanje

citosola i mitohondrija, a talog za dobijanje jedarnog ekstrakta.

Dobijeni supernatant smo dalje centrifugirali 30 min/20,000 x g/4 °C da bi
dobili mitohondrijalnu frakciju u talogu, i supernatant Cc¢ijim smo daljim
centrifugiranjem 60 min na 105,000 x g (4 °C) (Beckman L8-M) dobili finalni
supernatant koji predstavlja citosolnu frakciju. Citosolnu frakciju smo alikvotirali i
cuvali na -70 °C. Talog koji smo dobili u ovom centrifugiranju smo lizirali u puferu
(50 mM Tris-HCl, pH 7.4, 5 % glicerol, 1ImM Na;EDTA, 5 mM DTT, prethodno
pomenuti proteazni inhibitori i 0.05 % Triton X-100), inkubirali na ledu 90 min uz
Cesto intenzivno muckanje (vorteksovanje) da bi dobili peroksizomalnu frakciju.
Mitohondrijalnu frakciju smo oprali tri puta u po 0.5 ml homogenizacionog pufera i
centrifugirali na 2000xg u trajanju od 30 min. Dobijeni talog smo lizirali u puferu i
inkubirali na ledu 90 min uz cesto vorteksovanje da bi dobili finalni
mitohondrijalni ekstrakt. Talog dobijen u prvom centrifugiranju smo oprali tri puta
u po 0.5 ml homogenizacionog pufera (10min/2000 x g/ 4 °C) da bi dobili
preciS¢ena jedra. Jedra smo resuspendovali u ekvivalentnoj zapremini pufera za

liziranje jedara (homogenizacioni pufer kome je dodat KCI u finalnoj koncentraciji
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0.5 M), inkubirali na ledu 60 min, uz intenzivho vorteksovanje, a zatim
centrifugirali 10 min na 8000 x g. Dobijene supernatante koje smo koristili kao

jedarni ekstrakt, smo alikvotirali i ¢uvali na -70 °C.

3.2.7. I1zolovanje proteina i priprema ukupnog ¢elijskog ekstrakta

jetre

Tkivo jetre smo homogenizovali u homogenizeru staklo-teflon Potter-
Elvehjem sa 20 zaveslaja tucka u deset zapremina hladnog (4 °C) pufera (0.32 M
saharoza, 5 mM HEPES, 20 mM Na;Mo0g4, 0.15 mM spermin, 0.15 mM spermidin,
0.1 mM PMSF, 5 pg/ml antipain, 5 pg/ml leupeptin, 5 ug/ml aprotinin, 10 pg/ml
tripsin inhibitor i 3 mM benzamidin). Homogenate smo inkubirali na ledu 120 min
uz vorteksovanje, nakon ¢ega smo ih centrifugirali 30 min na 12000 rpm (4 °C).

Dobijene supernatante smo koristili kao ukupni celijski ekstrakt jetre.

3.2.8. Odredivanje koncentracije proteina

U Celijskim ekstraktima smo odredivali koncentraciju proteina po Lowry -
ju (1951). Mikro metoda se koristi kada je ocekivana koncentracija proteina u
uzorku u opsegu od 5 pg/ml do 50 pg/ml. Standard za odredjivanje koncentracije
proteina je govedi serum albumin (bovine serum albumin, BSA), od koga smo
pripremali osnovni (Stok) rastvor koncentracije 50 pg/ml. Od Stoka BSA smo

pripremili 7 razblaZenja za standardnu krivu po slede¢oj shemi:

72 5 mL BSA konFci:r?'i?;cija Zapremina stoka Zapremina dd H.0
standarda ug/ml BSA uml uml
1 50 pg/ml 5 ml 0 ml
2 40 pg/ml 4 ml 1 ml
3 30 pg/ml 3 ml 2 ml
4 20 pg/ml 2 ml 3 ml
5 10 pg/ml 1 ml 4 ml
6 5 pg/ml 0.5 ml 4.5 ml
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Zatim smo u svakom uzorku radili duplikatna ili triplikatna merenja tako
$to smo uzeli po 1 ml svakog standarda BSA ili 1 ml uzorka i njemu dodali 2.5 ml
reagensa A (reagens A=1 ml 1% CuSO4+ + 1 mL 2%KNa-tartarata + 98 ml
2%Naz2C03 u 0.1 M NaOH), promeSali na Vortex-u i inkubirali 15 min na sobnoj
temperaturi. Nakon toga smo uzorcima dodali po 160 pl Folin-Ciocalteau reagensa
(originalnog, nerazblaZenog), inkubirali 30 min na sobnoj temperaturi i procitali
0OD750nm svakog uzorka. Konstruisali smo pravu OD750nm= a x Cp (pg/ml) + b.
Sa prave smo odredili koncentracije proteina u uzorku na osnovu procitane
OD750nm za uzorak (korigovane za razblaZenje i izrazene kao mg/ml originalnog
uzorka). Nakon S$to smo odredili koncentracije proteina u celijskim lizatima,
alikvote uzoraka smo pomesali sa denaturiSu¢im puferom prema Laemmli-ju
(1970) (0.125 M Tris-Hcl pH 6.8, 0.4% B-merkaptoetanol, 4% SDS, 1% Brom Fenol
Plavo i 20% glicerol), i kuvali ih 5 min na 100°C.

3.2.9. Elektroforeza na SDS poliakrilamidnom gelu

Posle faze kuvanja uzoraka, sve uzorke smo ohladili do sobne temperature i
naneli na SDS - PAG (poliakrilamidni gel). Proteini su amfoteri¢na jedinjenja, tj.
njihovo ukupno naelektrisanje je odredeno pH vrednos¢u medijuma u kome su
suspendovani. U rastvoru ¢ija je pH vrednost iznad izoelektricne tacke proteina,
proteini imaju ukupno naelektrisanje negativno i u elektricnom polju migriraju ka
anodi. Ispod svoje izoelektricne tacCke, proteini su pozitivno naelektrisani i

migriraju ka katodi.

Sodijum dodecil sulfat (SDS) je anjonski deterdZent koji denaturise
proteine, naruSavajuci njihovu trodimenzionalnu strukturu. SDS se vezuje za
proteine specificno u masenom odnosu 1.4 : 1. SDS daje negativno naelektrisanje
polipeptidu u proporciji njegove duZine i denaturisani polipeptidi postaju
negativno naelektrisani sa jednakim naelektrisanjem po jedinici duZine. IzduZeni i
redukovani kompleks protein SDS ima Stapi¢astu strukturu. Neophodno je
redukovati disulfidne mostove u proteinima pre nego $to oni zauzmu konformaciju
svoje primarne strukture, Sto se postiZe § - merkaptoetanolom. U denaturiSucoj

SDS - PAG elektroforezi, migracija nije odredena naelektrisanjem polipeptida, ve¢
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njegovom molekulskom masom. Svi proteini prekriveni SDS - om su jako
negativno naelektrisani i zato se kre¢u ka pozitivnoj elektrodi. U proteinskom
ekstraktu manji molekuli se krecu brze kroz gel (zbog manjeg otpora sredine) i za
isto vreme, putuju dalje od vecih molekula. Na kraju elektroforeze proteini su
razdvojeni u diskretne trake po opadajucoj masi (veli¢ini molekula), od mesta

nanoS$enja do kraja gela.

Uzorke proteina (60 pg) smo razdvajali po modifikovanoj metodi Laemmli-
ja (1970) na aparatu Mini Protein Electrophoresis Cell (Bio-Rad), na 10% (MnSOD,
CuZnSOD, katalaza, GPx, GLR, Hsp90, Hsp70, mHsp70, GR, NFkB) ili 7.5% (Nrf2 i
Keap1) poliakrilamidnim denaturiSu¢im gelovima u puferu za elektroforezu koji
sadrzi 0.25 M Tris bazu, 0.192 M glicin i 0.1% SDS. Elektroforeza je trajala 90 min
pri konstantnom naponu od 100 V. Posle elektroforeze gelove smo koristili za
»,Western blot“ analizu. Kao molekulski marker smo koristili Page Ruler™ Plus
Prestained Protein Ladder (Fermentas), koji se sastoji od 9 proteina razli¢itih
molekulskih masa (250 kDa, 130 kDa, 95 kDa, 72 kDa, 55 kDa, 36 kDa, 28 kDa, 17
kDai 11 kDa).

3.2.10. Detekcija proteina metodom ,Western blot“-a

Western blot je tehnika koja se koristi za kvantifikaciju proteina. Zasniva se
na prenoSenju proteina sa gela na PVDF (poliviniliden fluorid) membranu
(Immobilon-P, velicine pora 0.45 pm, Millipore Corporation, USA), njihovoj
detekciji pomocu specificnih primarnih i sekundarnih antitela vezanih sa enzimom

Cija se aktivnost detektuje prisustvom obojenog produkta.

Nakon zavrSene elektroforeze gel smo stavili u transfer pufer (20%
metanol, 0.025 M Tris-baza, 0.192 M glicin, pH~8.3), maksimalno 10 min. PVDF
membranu odgovarajuce veliCine smo prvo aktivirali drzanjem 60 s u 100%
metanoluy, zatim smo je isprali u vodi i potopili u hladan transfer pufer. Nakon toga
smo formirali sendvi¢ koji se sastoji od Mini Trans-Blot® filter papira (Bio Rad),
poliakrilamidnog gela, PVDF mambrane i sledeceg filter papira (svi natopljeni
transfer puferom), dok smo eventualno nastale mehurove udaljili prostim

prevlacenjem horizontalno poloZene epruvete preko sendvica sa jednog kraja na
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drugi. Ovako napravljen sendvi¢ smo postavili u aparat za transfer u rastvoru
(Trans-Blot Cell, Bio Rad) i dodatno potopili u pufer za transfer. Ceo aparat smo
prikljuculi na elektri¢ni ispravljac i najceS¢e smo koristili transfer pri konstantnoj
struji od 400 mA na 4°C u trajanju od 2 h. Po isteku datog vremena, transblot
aparat smo rasklopili, a PVDF membranu smo u daljoj proceduri blokirali u puferu
za blokiranje [PBS pufer (0.137 M NaCl, 1.5 mM KH2PO4, 16.3 mM NazHPO,, 2.7
mM KCI) sa 5% nemasnim mlekom], na sobnoj temperaturi uz blago muckanje, u
trajanju od 1 h. Blokiranje membrane omogucava da se sva slobodna nespecifi¢na

mesta na membrani zasite, tako da se specificna antitela za njih ne mogu vezati.

U daljoj proceduri, tako blokiranu membranu smo inkubirali sa primarnim
antitelima na MnSOD (Stressgen Biotechnologies, Victoria, BC, Canada), CuZnSOD
(Stressgen Biotechnologies, Victoria, BC, Canada), katalazu (Calbiochem), GPx (H-
151, Santa Cruz Biotechnology), GLR (H-120, Santa Cruz Biotechnology), Hsp90 (F-
8, Santa Cruz Biotechnology), Hsp70 (NS 27F3-4, Stressgen Biotechnologies,
Victoria, BC, Canada), GR (M-20, Santa Cruz Biotechnology), NFxB (C-20, Santa
Cruz Biotechnology), Nrf2 (MAB3925, R&D Systems), Keapl (MAB3024, R&D
Systems), mHsp70 (MA3-028, Affinity Bioreagents) i f-aktin (ab 8227, Abcam),
preko noci na 4 °C. Sva antitela su bila razblazena u PBST puferu (0.1% Tween-20
u PBS-u) sa 2.5% mlekom. RazblaZenja primarnih antitela su sledec¢a: GPx (1:500),
Hsp90, Hsp70, GR, GLR, Nrf2 i Keap1 (1:1000), NFkB (1:2000), MnSOD, katalaza i
B-aktin (1:5000) i mHsp70 i CuZnSOD (1:10000). Po zavrSenoj inkubaciji sa
primarnim antitelom, membrane smo ispirali 3 puta po 10 min PBST puferom na
sobnoj temperaturi uz blago muckanje na mesalici. Nakon ispiranja membrane
smo inkubirali 2 h, uz stalno muckanje, sa sekundarnim anti-misjim (odnosno
zeCjim) antitelom konjugovanim sa HRP (razblaZzenja 1:5000). Nakon inkubacije,
membrane smo opet ispirali 3 puta po 10 min u PBST puferu, nakon ¢ega smo na
membrane nanosili pufer za hemiluminescenciju (ECL, eng. enhanced

chemiluminescence).

Supstrat za ECL se dobija meSanjem istih zapremina luminola i rastvora
vodonik-peroksida, koji u prisustvu HRP enzima na sekundarnom antitelu dovodi

do hemijske reakcije (oksidacije luminola) i do oslobadanja svetlosne energije
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(fotona odredjene energije dovoljne da osvetli rendgen film). Membrane smo
inkubirali u ECL supstratu 5 min, nakon ¢ega smo ih susSili, pokrili tankom
providnom folijom i stavili u kasete za razvijanje filmova. Na pokrivene membrane
smo postavili rendgen film (Agfa, Belgium), pri emu je duZina ekspozicija varirala
od 1 do 5 min. Intenzitet signala na filmu odgovara intenzitetu emitovane svetlosti,
a ona kolicini specificnog proteina u analiziranim uzorcima. Kvantifikaciju signala

smo radili denzitometrijski u PC programu za analizu slike Image].

3.2.11. Odredivanje aktivnosti superoksid dismutaza

Ukupnu SOD aktivnost u Celijskom ekstraktu jetre smo merili po metodi
McCord i Fridovich-u (1969). Jedna jedinica aktivnosti je definisana kao koli¢ina
proteina potrebnog da inhibira za 50% redukciju citohroma c. Reakcionu smesu
Cine 451.1 pl rastvora A (0.1M fosfatni pufer pH 7.8, 0.1 mM EDTA-Naz, 0.1 mM
NaN3, 50 uM Ksantin, 20 uM citohrom C), 35.1 pl H202 i 35.1 pl rastvora B (0.1M
fosfatni pufer pH 7.8, 0.1 mM EDTA-Naz i 0.02 U ksantin oksidaze). Reakciju smo
zapoceli dodavanjem rastvora B (ksantin/ksantin oksidaza sistem). Esej smo radili
na 25°C. Celu smesu smo dobro izmesali i merili apsorbancu na 550 nm tokom 3
min. Srednja promena apsorbance treba da bude oko 0.025/min. PodeSavanje
srednje promene apsorbance smo postigli podeSavanjem koncentracije ksantin
oksidaze u rastvoru B. Iz izmerenih podataka smo crtali krivu promene apsorbance
na 550 nm u funkciji vremena i izraCunali smanjenje te promene za 50% koje
predstavlja jednu jedinicu enzimske aktivnosti. Ovako pripremljene rastvore A i B
smo koristili za odredivane enzimske aktivnosti u uzorku. Rastvoru A smo dodavali
uzorak (umesto H202), kivetu smo postavili u spektrofotometar i dodali rastvor B.
Dobro smo izmesali smeSu rastvora pipetom i merili OD550nm na temperaturi od

25 °C. Aktivnost enzima smo izracunali po slede¢oj formuli:

U/mg = ((AA blanka - AAuzorka/1U)x R) /Cp

gde je: AA blanka - promena apsorbance blanka, AA uzorka - promena
apsorbance uzorka, 1U - definisana jedini¢na aktivnost, R - razblazZenje uzorka, Cp
- koncentrcija proteina u mg/ml. Rezultate smo predstavili u jedinicama SOD po

mg proteina.
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U moZdanim strukturama smo merili aktivnost MnSOD i CuZnSOD
koriS¢enjem komercijalnog kita (Randox Laboratories, Crumlin, UK). Ovaj metod
koristi ksantin/ksantin oksidaza sistem za stvaranje superoksid radikala koji
reaguju sa 2-(4-jodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-feniltetrazolijum hloridom i stvaraju
crvenu formazan boju. Jedna jedinica aktivnosti je definisana kao koli¢ina proteina
potrebnog da inhibira 50% redukciju 2-(4-jodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-
feniltetrazolijum hlorida. Najpre smo merili ukupnu aktivnost SOD, dok je
aktivnost MnSOD enzima merena 30 min nakon dodavanja 4mM KCN koji inhibira
enzimsku aktivnost CuZnSOD. Iz razlike ukupne aktivnosti i aktivnosti MnSOD

enzima smo dobili aktivhost CuZnSOD.

3.2.12. Odredivanje aktivnosti katalaze

Aktivnost katalaze smo odredivali po metodi Claiborna (1985). Jedna
jedinica aktivnosti katalaze se definiSe kao koli¢ina enzima koja razgraduje 1 umol
H202 u minutu po mg proteina. Kako H202 pokazuje maksimalnu apsorbancu na
talasnoj duzini od 240nm, aktivnost katalaze se odreduje praenjem razlaganja
H202 na 240nm, pri ¢emu je pad apsorbance proporcionalan aktivnosti katalaze.
Pripremljeni 0.05 M fosfatni pufer pH 7.0 (0.05 M K;HPO4 titrovan sa 0.05 M
KH2PO4 do pH 7.0) smo titrovali 30% H202 dok apsorbanca ovakve probe na 240
nm nije dostigla vrednost izmedu 0.525-0.550. Za blank smo koristili ¢ist rastvor
fosfatnog pufera bez H202. Originalne uzorke ¢ije su koncentracije oko 20 mg/ml
smo razblaZili 60 puta i to tako Sto smo im dodali ekvilalentnu zapreminu etanola i
58 puta vecu zapreminu vode. Etanol se dodaje da bi se sav endogeno vezani H20>
uklonio sa katalaze, kako bi se merila stvarna aktivnost enzima. Uzorak smo do
pocetka merenja drzali na ledu. Na 15-40 pl ovako pripremljenog uzorka smo
dodali 3 ml podeSenog rastvora H20; u fosfatnom puferu. Pratili smo pad
apsorbance na 240nm u toku 3 min na 25 °C. Promena apsorbance u toku jednog
minuta bi trebala da bude u opsegu 0.04-0.06. Aktivnost katalaze smo izrazili u

jedinicama aktivnosti po mg proteina a izracunali je po sledecoj formuli:

specificna aktivnost = ( AAuz - AAsp) x 1000 x Vrs / 43.6 x Cpr x Vuz
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gde je: AAuz - srednja promena apsorbance uzorka u minuti, AAsp -
srednja promena apsorbance slepe probe u minuti, Vrs - zapremina reakcione
smeSe (ml), Cpr-koncentracija proteina u uzorku (mg/ml), Vuz - zapremina

uzorka (ml).

3.2.13. Odredivanje aktivnosti glutation peroksidaze

Aktivnost GPx-a smo merili po metodi Marala (1977), koja koristi t-butil
hidroperoksid i GSH kao supstrate. Aktivnost smo pratili merenjem promene
apsorbance na 340 nm, pri temperaturi od 37 °C. Reakcionu smeSu ¢ine: 0.3 ml
0.5M fosfatnog pufera pH 7.0, 0.1 ml 1mM NazEDTA, 0.6 ml 0.2mM NADPH (u 1%
NaHCO3), 0.3ml 1mM GSH, 0.1ml 0.03M t-butil hidroperoksid, 0.1ml 1mMNaN3, 5ul
GLR-a i 1.5 ml vode. Pre dodavanja u smesu, osnovnu koncentraciju GLR smo
razblazivali sve dok promena apsorbancije na 340 nm u blanku (AAbl) nije
dostigne vrednost 0.014/min. U ovakvu reakcionu smesu smo dodavali 60-100ul
uzorka i merili promenu apsorbance na 340 nm u trajanju od 150 sekundi.

Aktivnost GPx smo racunali po slede¢oj formuli:

specificna aktivnost = ( AAuz - AAsp) x 1000 x Vrs / 6.22 x 0.835 x Cpr x Vuz

gde je:AAuz - srednja promena apsorbance uzorka u minuti, AAsp - srednja
promena apsorbance slepe probe u minuti, Vrs - zapremina reakcione smese (ml),
Cpr-koncentracija proteina u uzorku (mg/ml), Vuz - zapremina uzorka (ml).

Aktivnost smo izrazili u jedinicama po miligramu proteina.

3.2.14. Odredivanje aktivnosti glutation reduktaze

Aktivnost GLR-a smo merili po metodi Glatzle i saradnika (1974). GLR
katalizuje redukciju oksidovanog glutationa uz pomo¢ NADPH. Oksidaciju NADPH
smo pratili merenjem promene apsorbance na 340 nm. U kivetu smo dodali 0.6 ml
0.5 M fosfatnog pufera (0.5M K2HPO; titruje se sa 0.5M KH;PO4 do pH 7.4), 0.1 ml 2
mM GSSG, 0.1 ml 0.5 mMEDTA i 2 ml vode. Pre dodavanja 0.1 ml 0.1 mM NADPH,

Cijim dodavanjem otpocinje reakcija, dodali smo i uzorak (5, 10, 15 pl). Kao blank

67
Bioloski fakultet Univerziteta u Beogradu




Doktorska disertacija Materijal i metode

smo koristili fosfatni pufer. Optimalna temperatura reakcije je 37 °C. Pratili smo

promenu apsorbance u toku 3 minuta, a aktivnost racunali pomoc¢u jednacine:

specificna aktivnost = ( AAuz - AAbl) x 1000 x Vrs / 6.22 x Cuz x Vuz

gde je: AAuz - srednja promena apsorbance uzorka u minuti (0.004-0.01),
AAbl - srednja promena apsorbance blanka u minuti (0.0011-0.0012), Vrs-
zapremina reakcione smeSe (ml), Cuz - koncentracija proteina u uzorku (mg/ml),
Vuz - zapremina uzorka (ml), 6.22 - molarni ekstinkcioni koeficijent za NAPDH.
Aktivnost GLR smo izrazili u jedinicama po miligramu proteina (nM

NADPH/min/mg prot).

3.2.15. Izolacija ukupne celijske RNK

Ukupnu RNK iz hipokampusa i PFC-a smo izolovali Trizol® reagensom
(Invitrogen, USA). Smrznuto tkivo smo homogenizovali u Potter-Elvehjem staklo-
teflon homogenizeru u odnosu 1 ml Trizol®-a na 100 mg tkiva hipokampusa ili
PFC-a. Dobijene homogenate smo zatim inkubirali 5 min na 30 °C da bi
nukleoproteinski kompleksi potpuno disosovali. Zatim smo u svaki homogenat
dodavali 0.2 ml hloroforma i epruvete sa uzorkom (ependorfice) smo snazno
muckali po 15 sekundi, i opet inkubirali na temperaturi od 30 °C, 3 min. Uzorke
smo zatim centrifugirali 15 min na 12000 x g u prethodno ohladenoj centrifugi na
4 °C. Nakon ovog centrifugiranja u ependorficama su se razdvojile tri faze: donja
(organska) faza, interfaza i gornja (vodena) faza. RNK koja se nalazi u vodenoj fazi,
smo prebacili u nove ependorfice u koje smo dodali 0.5 ml izopropanola. SmeSu
smo inkubirali 10 min na 30 °C i centrifugirali 10 min na 12000 x g. Nakon
centrifugiranja talog smo resuspendovali u 75% etanolu i centrifugirali 5 min na
7500xg na 4 °C. Dobijeni talog smo osusili na vazduhu i rastvorili u 100 pl 0.1 %

DEPC vode (voda sa dietil-pirokarbonatom).

Koncentraciju RNK smo odredili spektrofotometrijski na aparatu Nano
Drop (Thermo Scientific) merenjem apsorpcije uzorka na 260 nm. Da bi proverili
integritet dobijene RNK radili smo elektroforezu ukupne RNK na 2 % agaroznom

gely, u trajanju od 30 min i pri konstantnoj voltazi od 100 V.
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3.2.16. Reverzna transkripcija

U sledeem koraku, za sintezu cDNK iz RNK smo koristili High-Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems). Naime, 2 ug ukupne RNK
smo inkubirali sa reverznom transkriptazom MultiScribe™ (50 U/ul) u prisustvu 2
ul Random ,prajmera“ 0.8 ul 100 mM dNTP-a, 1 pl ribonukleaznog inhibitora i 10x
RT pufera u ukupnoj zapremini od 20 pl. Sintetisane cDNK smo ¢uvali na -20 °C do

upotrebe.

3.2.17. Kvantitativni PCR

U cilju odredivanja ekspresije gena za glutamat cistein ligazu (Gclm),
glutation S transferazu (Gsta 3) i glutation reduktazu (Gsr) koristili smo ,SYBR
green” (Power SYBR Green PCR Master Mix Applied Biosystems, Foster City, CA)
postupak i kvantitativni RTqPCR (7500 Real-time PCR System Applied

Biosystems).

U RTqPCR reakciji smo Koristili specificne prajmere (Tabela 1) za
amplifikaciju Gclm, Gsta 3, Gsr i Rpl19 kao ,housekeeping” gena.

Tabela 1 Sekvence prajmera za analizu ekspresije gena za Geclm, Gsta 3, Gsr i Rpl19.

cDNA Sekvenca ,prajmera” Temperatura Velitina produkta Reference
produkt »Pra) hibridizacije (°C) (bp)
Gelm 5’- GCCACCAGATTTGACTGCCTTT - 3' Hoan
5’- CAGGGATGCTTTCTTGAAGAGCTT - 3' 62 119 . . g
i saradnici, 2009
Gsta 3 5" - AGTCCTTCACTACTTCGATGGCAG - 3’ Hu
5’ - CACTTGCTGGAACATCAAACTCC - 3’ 64 151 , L.
i saradnici, 2004
Gsr 5’- TGGACGGGACCCAAATTCTA- 3' Shan
5’- GTGCTTTCCCACAGACATCG- 3' 59 143 , , 'g
i saradnici, 2006
5’ - TCGCCAATGCCAACTCTC-3’ .
Rpl 19 5’ - AGCCCGGGAATGGACAGT-3' 64 118 Berggg};e‘m

cDNK smo amplifikovali koriS¢enjem sledec¢ih uslova: denaturacija 95°C/15
s; vezivanje prajmera 60°C/1 min, faza ekstenzije 60°C/1 min i finalna ekstenzija

72°C/5 min. Paralelno sa svakom PCR reakcijom, smo pratili i krivu topljenja
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produkta radi utvrdivanja njegove specificnosti. Apsolutne vrednosti ekspresije
iRNA svih uzoraka smo normalizovali na signal Rpl19 ukljuc¢en u svaki RTqPCR. U
cilju procene efikasnosti amplifikacije (E) za svaki par prajmera smo Kkoristili
standardne krive. Efikasnost amplifikacije smo dobili iz nagiba krive (Ct-pocetak
detektibilne amplifikacije u funkciji logaritma koncentracije cDNK) (Rutledge i
Cote, 2003). Efikasnost PCR reakcije je bila slicna za sve parove prajmera i kretala
se u opsegu 0.96-0.99 (maksimalna moguca efikasnost je 1). Kvantifikaciju
relativne koliCine transkripata smo radili koriS¢enjem AACT (Livak i Schmittgen,

2001).

3.2.18. Statisticka obrada rezultata

Kvantifikaciju rezultata dobijenih u ,Western blot“ i PCR eksperimentima
smo radili denzitometrijskom analizom signala u programu za analizu slike Image]
(eng. Image processing and analysis in Java). Sve eksperimente smo ponovili tri
puta, svaki put sa novim grupama kontrolnih i stresiranih Zivotinja, pri ¢emu je
bilo 8 Zivotinja po grupi (n=24). Tkiva koja smo izolovali iz Zivotinja iz iste grupe
smo pulovali. Vrednosti za opticku gustinu (OD) signala izmerene Image]
softverom, su korigovane u odnosu na OD pozadine, i izraZene u arbitrarnim
jedinicama (count). Za obe metode sve dobijene vrednosti smo izrazili u odnosu na
apsorbancu f-aktina sa istog blota ili PCR-a iz istih uzoraka. Sve rezultate smo
dalje predstavili kao procenat od kontrole. Statisticku obradu rezultata smo radili
u softverskim programima Origin 8 (OriginLab Corporation, USA) i Statistica 8
(Stat Soft, USA). Svi rezltati su predstavljeni kao srednja vrednost * standardna
greSka (SEM). Za procenu statisticke znacajnosti smo koristili jednofaktorijalnu
analizu varijanse (One-way ANOVA), pracenu odgovaraju¢im testom (,multiple
range“ Tukey post-hoc test). Za sve testove pretpostavljena statisticka znacajnost

je P<0.05.

Kvantifikaciju rezultata dobijenih u ELISA eseju za kortikosteron smo vrsili
na ELISA ¢itacu (WALLAC 1420-Victor2 Multilabel Counter, LKB), pri ¢emu smo
istovremeno ocitavali vrednosti standarda, i na osnovu njih izrac¢unavali

standardnu krivu. Vrednosti kortikosterona smo izrazili u ng/ml. Svi uzorci mereni
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su u duplikatu u 8 Zivotinja iz svake grupe. Statisticke razlike izmedu
eksperimentalnih grupa smo odredivali koris¢enjem jednofaktorijalne analize
varijanse (One-way ANOVA), pracene Tukey post-hoc testom. Za sva merenja

pretpostavljena statisticka znacajnost je P<0.05.

Celu grupu testova ponasanja smo ponovili 2 puta, sa 8 Zivotinja u svakoj
eksperimentalnoj grupi. Statisticku razliku izmedu grupa smo odredivali

Studentovim t-testom, pri ¢emu je P<0.05 smatrana statisticki zna¢ajnom razlikom.
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4.1. Fizoloski parametri u krvi muzjaka Wistar pacova

4.1.1. Efekti akutnog i hroni¢nog stresora i njihove kombinacije na

koncentraciju kortikosterona u serumu

Kortikosteron je steroidni hormon koji se sintetiSe i oslobada iz kore
nadbubreZznih Zlezda u odgovoru organizma na stres. U kontrolnim grupama
Zivotinja koncentracija kortikosterona u serumu je iznosila 136.8 + 44.5 ng/ml
(Slika 27), sto je u skladu sa nivoom kortikosterona izmerenim u pacovima Wistar
soja od strane drugih autora (Merino i saradnici, 2000; Wren i saradnici, 2002).
Stres izazvan akutnom imobilizacijom u trajanju od 30 min je izazvao nagli porast

u koncentarciji kortikosterona, i iznosio je 626.9 £ 107.1 ng/ml (*P<0.05).
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Slika 27. Koncentracija kortikosterona (ng/ml) u serumu kontrolnih (K), akutno (A), hroni¢no (H) i
kombinovano (HA) stresiranih Wistar muZjaka. Rezultati predstavljaju srednju vrednost merenja +
SEM. Rezultati su obradeni One way ANOVA i post hoc Tukey testom, a statisticki znacajne razlike
izmedu eksperimentalnih grupa su predstavijene kao *P<0.05 u odnosu na kontrolnu grupu.

Medutim, u serumu Zivotinja izlaganih hroni¢noj socijalnoj izolaciji
izmerena koncentracija kortikosterona je iznosila 64.7 + 28.3 ng/ml i statisticki je
bila znacajno smanjena u odnosu na Kkoncentraciju izmerenu u kontrolama
(*P<0.05). Kod hroni¢no stresiranih Zivotinja koje su naknadno bile izloZene
akutnoj imobilizaciji, izmerena koncentracija kortikosterona u serumu je iznosila
601.2 + 89.7 ng/ml (*P<0.05), Sto je vrednost slicna kao i kod Zivotinja izlaganih

samo akutnoj imobilizaciji (Slika 27).

73
Bioloski fakultet Univerziteta u Beogradu



Doktorska disertacija Rezultati

4.1.2. Efekti akutnog i hroni¢nog stresora i njihove kombinacije na

koncentraciju glukoze u Krvi

U kontrolnim grupama Zivotinja koncentracija glukoze u krvi je iznosila 5.7
+ 0.8 mmol/l (Slika 28). Izmereno povecanje u koncentraciji glukoze u krvi
Zivotinja stresiranih akutnim stresorom, koje je iznosilo 8.1 * 0.7 mmol/], i
kombinacijom stresora, koje je iznosilo 7.2 * 0.8 mmol/], je u saglasnosti sa
povecanjem koncentracije kortikosterona. Naime, Kkortikosteron ucestvuje u
regulaciji procesa glukoneogeneze (Friedman i saradnici, 1993) i na taj nacin
reguliSe nivo glukoze u krvi. Takode, u slu¢aju hronic¢no stresiranih Zivotinja, kada
je koncentracija serumskog kortikosterona bila niZa od kontrole, i koncentracija

glukoze u krvi je bila niZa i iznosila je 3.4 + 0.7 mmol/1 (Slika 28, *P<0.05).
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Slika 28. Koncentracija glukoze (mmol/l) u krvi kontrolnih (K), akutno (A), hroni¢no (H) i
kombinovano (HA) stresiranih Wistar muZjaka. Rezultati predstavljaju srednju vrednost
merenja + SEM. Rezultati su obradeni One way ANOVA i post hoc Tukey testom, a statisticki
znacajne razlike izmedu eksperimentalnih grupa su predstaviljene kao *P<0.05 u odnosu na
kontrolnu grupu.
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4.2. Promene u ponasanju stresiranih muzjaka Wistar pacova

4.2.1. Efekat hronic¢ne socijalne izolacije na ponasanje Zivotinja u

testu izdignutog “plus” lavirinta

Kao prvi test u grupi testova ponasanja koristili smo test izdignutog ,plus“
lavirinta (eng. elevated plus maze, EPM). Ovim testom se pokazuje da li postoji
izmenjeno ponasanje stresiranih Zivotinja u pogledu pojave anksioznog ponasanja.
U testu smo pratili ukupnu lokomotornu aktivnost Zivotinje (kao ukupan broj ulaza
u zatvorena i otvorena polja), broj ulaza u otvorena polja (kao mera anksioznosti),

broj ulaza u zatvorena polja, kao i vreme provedeno u otvorenim poljima lavirinta.
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Slika 29. Efekat socijalne izolacije na A) ukupan broj ulaza, B) naklonost za kretanje u otvorenim
poljima, C) naklonost za kretanje u zatvorenim poljima i D) vreme provedeno u otvorenim poljima u
EPM-u, kontrolnih (K) i hronic¢no stresiranih (H) Wistar muZjaka. Rezultati predstavljaju srednju vrednost
merenja + SEM, i obradeni su Studentovim t-testom, a statisticki znacajne razlike izmedu
eksperimentalnih grupa su predstavijene kao *P<0.05 u odnosu na kontrolnu grupu.

Kao Sto je pokazano na slici 29, statisticki znacajne razlike izmedu dve
grupe smo uocili u ukupnom broju ulaza i broju ulaza u otvorena polja (Slika 29A i
B, *P<0.05), kao i u vremenu provedenom u otvorenim poljima lavirinta (Slika 29D,
*P<0.05). Nikakvu razliku nismo uocili u naklonosti Zivotinja za ulaZenjem u

zatvorena polja (Slika 29C).
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4.2.2. Efekat hronic¢ne socijalne izolacije na ponasanje zivotinja u

testu forsiranog plivanja

Slededi test u ovoj grupi testova koji smo koristili je test forsiranog plivanja
(eng. forced swimming test, FST), koji se smatra standardnim testom za pracenje
ponasSanja koje je slicno depresivnom. U ovom testu smo pratili tri oblika

ponasanja zivotinja: plivanje (aktivno kretanje unutar cilindra i ronjenje), penjanje

(] kontrola
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Slika 30. Efekat socijalne izolacije na plivanje, penjanje i imobilnost kontrolnih (K) i hronicno
stresiranih (H) Wistar muZjaka u FST-u (izraZene u broju intervala od 5 sekundi u roku od 5
minuta). Rezultati predstavljaju srednju vrednost merenja + SEM i obradeni su Studentovim t-
testom, a statisticki znacajne razlike izmedu eksperimentalnih grupa su predstavijene kao
*P<0.05 u odnosu na kontrolnu grupu.

(snazni pokreti Sapama u vodi i izvan nje uz zid cilindra) i imobilnost (minimum
pokreta neophodnih samo za odrZavanje iznad vode). Testom smo odredivali broj
intervala od 5 sekundi u toku trajanja testa (5 minuta) u kojima je bio dominantan

jedan od ova tri oblika ponaSanja (Slika 30).

Kod hroni¢no stresiranih Zivotinja smo izmerili statisticki znacajno
smanjenje u broju intervala kada Zivotinja pliva i povec¢an broj intervala kada je
Zivotinja imobilna, u odnosu na kontrolne Zivotinje (Slika 30, *P<0.05), dok

nikakvu razliku nismo uocili u pokusajima penjanja.
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4.3. Promene u hipokampusu stresiranih muzjaka Wistar pacova

4.3.1. Efekti akutnog i hroni¢nog stresora i njihove kombinacije na
nivo i aktivnost antioksidativnih enzima: MnSOD, CuZnSOD,

katalaze, GPx i GLR

Mozak je veoma osetljiv na oSte¢enja koja izazivaju ROS, izmedu ostalog i
zbog relativno slabe antioksidativne zastite. Izlaganje Zivotinja akutnom stresoru
kao i kombinaciji stresora dovelo je do statisticki znacajnog povecanja nivoa
MnSOD proteina u citosolu (*P<0.05, Slika 31), dok izlaganje socijalnoj izolaciji kao
hronicnom stresoru nije dovelo do promena u nivou ovog enzima. U

mitohondrijama je nivo MnSOD-a ostao nepromenjen u sva tri tretmana.
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Slika 31. A) Reprezentativni ,Western blot” eksperimenti i B) relativna kvantifikacija nivoa MnSOD
proteina u citosolnoj i mitohondrijalnoj frakciji hipokampusa stresiranih Wistar muZjaka. Rezultati su
predstavljeni kao srednja vrednost merenja + SEM i obradeni One-way ANOVA i post-hoc Tukey
testom, a statisticki znacajne razlike izmedu eksperimentalnih grupa su predstavijene kao *P<0.05 u
odnosu na kontrolnu grupu, 1P<0.05 za hronicni u odnosu na kombinovani stres. (K-kontrola; A-akutni
stres; H-hronicni stres; HA-kombinovani stres)

Povecanje enzimske aktivnosti MnSOD-a u odnosu na kontrole smo izmerili
samo u citosolu akutno stresiranih Zivotinja (*P<0.05, Tabela 2). Kod Zivotinja
izlozenih kombinaciji stresora smo izmerili povecanje enzimske aktivnosti u

citosolu u odnosu na hronicno stresirane zZivotinje (tP<0.05, Tabela 2).
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Nivo CuZnSOD, kao i njegova enzimska aktivnost, su ostali nepromenjeni u

svim tretmanima (Slika 32, Tabela 2).
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Slika 33. A) Reprezentativni ,Western blot” eksperimenti i B) relativna kvantifikacija nivoa proteina
katalaze u citosolnoj i peroksizomalnoj frakciji hipokampusa stresiranih Wistar muZjaka. Rezultati su
predstavljeni kao srednja vrednost merenja + SEM i obradeni One-way ANOVA i post-hoc Tukey
testom, a statisticki znacajne razlike izmedu eksperimentalnih grupa su predstavijene kao *P<0.05 u

odnosu na kontrolnu grupu, SP<0.05 za akutni u odnosu na kombinovani stres. (K-kontrola; A-akutni
stres; H-hronicni stres; HA-kombinovani stres)

Katalaza ima dominantnu ulogu u razgradnji H202 u slucaju kada je njegova
produkcija u cCeliji pove¢ana. Tokom katalitickog ciklusa H202 se razlaze na vodu i

kisonik. Na Slici 33 su prikazani rezultati promena u nivou proteina katalaze u
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citosolnoj i peroksizomalnoj frakciji celija hipokampusa u zavisnosti od
primenjenog stresora. Kod akutno stresiranih Zivotinja smo izmerili povecan nivo
ovog enzima u citosolu i peroksizomima u odnosu na kontrolne Zivotinje
(*P<0.05), dok je u grupi Zivotinja koje su bile izlagane socijalnoj izolaciji ili
kombinaciji stresora nivo katalaze ostao nepromenjen (Slika 33). Ovaj rezultat je u
saglasnosti i sa izmerenom enzimskom aktivno$¢u, gde smo povecanje takode

izmerili samo u citosolu i peroksizomima akutno stresiranih Zivotinja (*P<0.05,

Tabela 2).

Merenja su takode pokazala razliku u odgovoru kontrolnih i izolovanih
zZivotinja na akutni stresor. Naime, dok je kod kontrolnih Zivotinja akutni stresor
izazvao skoro duplo povecanje nivoa i enzimske aktivnosti katalaze, kako u
citosolnoj tako i u peroksizomalnoj frakciji, kod izolovanih Zivotinja naknadni

akutni stresor nije uspeo da izazove nikakvu promenu u ovom enzimu (¥P<0.05,
Slika 33).
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Slika 34. A) Reprezentativni ,Western blot” eksperimenti i B) relativna kvantifikacija nivoa GPx i GLR
proteina u citosolnoj frakciji hipokampusa stresiranih Wistar muZjaka. Rezultati su predstavljeni kao
srednja vrednost merenja + SEM i obradeni One-way ANOVA i post-hoc Tukey testom, a statisticki
znacajne razlike izmedu eksperimentalnih grupa su predstavijene kao *P<0.05 u odnosu na kontrolnu

grupu, SP<0.05 za akutni u odnosu na kombinovani stres. (K-kontrola; A-akutni stres; H-hroniéni stres;
HA-kombinovani stres)
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Western blot analiza drugog peroksidaznog enzima, GPx-a, je pokazala da
nivo ovog proteina u citosolu raste samo u uslovima akutnog stresa (*P<0.05, Slika
34), ali enzimska aktivnost koju smo izmerili nije ispratila ovo povecanje, vec je
ostala nepromenjena (Tabela 2). Kod Zivotinja koje su bile izloZene socijalnoj
izolaciji i kombinaciji stresora nivo GPx proteina u hipokampusu se nije menjao
(Slika 34) ali je enzimska aktivnost pokazala statisticki znacajano smanjenje u

odnosu na kontrolu, u obe grupe (*P<0.05, Tabela 2).

Tabela 2. Aktivnost antioksidativnih enzima (MnSOD, CuZnSOD, katalaze, glutation peroksidaze GPx i
glutation reduktaze GLR) u hipokampusu kontrolnih i stresiranih Zivotinja izraZena u jedinicama po mg
proteina (U/mg prot), osim za GLR, gde je aktivnost izraZena u U/g prot. Rezultati su predstavljeni kao
srednja vrednost merenja + SEM i obradeni One-way ANOVA i post-hoc Tukey testom, a statisticki
znaéajne razlike izmedu grupa su predstavljene kao *P<0.05 u odnosu na kontrolnu grupu, SP<0.05 za
akutni u odnosu na kombinovani stres i TP<0.05 za hronicni u odnosu na kombinovani stres.

stresor
Aktivnost enzima kontrola akutni hronicni kombinovani
(U/mg prot)
MnSOD
. 0.52 +0.05 0.68 +0.02 * 0.51+0.04 0.65+0.02 +
(u citosolu)
D
. MnS0 .. 0.45 +0.03 0.46 +0.01 0.42 +0.04 0.45 +0.06
(u mitohondrijama)
z D
Cu_ nso 3.47 +£0.10 3.65+0.12 3.41+0.11 3.51+0.05
(u citosolu)
katalaza
. 1.86 +0.16 4.34+0.66 * 2.77 £0.11 2.88+0.23°%
(u citosolu)
katalaza
. . 3.11+0.34 5.06 = 0.53 * 2.98 +0.29 3.73£0.29°%
(u peroksizomima)
GPx (u citosolu) 21.45+1.18 19.08 +£0.75 15.75+0.60 * 14.38 +0.84 *$
LR r
G (p/g prot) 72.26 +£5.80 74.75 +5.98 82.98 +8.20 57.82 +555t
(u citosolu)

Nivo enzima koji obezbeduje rezerve redukovanog glutationa, GLR, u
uslovima akutnog stresa pratio je promene GPx-a, (*P<0.05, Slika 34), ali je njegova
enzimska aktivnost ostala nepromenjena (Tabela 2). U grupi Zivotinja koje su bile
izlagane socijalnoj izolaciji i gde smo izmerili smanjenu enzimsku aktivnost GPx-a,
nivo GLR proteina je bio statisticki znaCajno povecan u odnosu na kontrolu
(*P<0.05, Slika 34) dok je njegova enzimska aktivnost pokazala samo trend

povecanja. Kombinacija dva stresora nije izazvala promene u nivou GLR-a, dok je
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enzimska aktivnost bila smanjena u odnosu na hroni¢no stresirane Zivotinje
(1P<0.05, Slika 34, Tabela 2).

4.3.2. Efekti akutnog i hroni¢nog stresora i njihove kombinacije na
subéelijsku raspodelu transkripcionog faktora Nrf2 i njegovog

regulatora Keap1, i na njihov relativni odnos

U poslednje vreme sve veci znacaj u regulaciji odgovora na oksidativni stres
se pridaje transkripcionom faktoru Nrf2. Transkripciona aktivnost ovog faktora je
regulisana Keapl proteinom. Keapl ulazi u jedro, vezuje Nrf2 i prenosi ga u

citoplazmu. U citoplazmi Nrf2 vrlo brzo podleZe degradaciji ubikvitinacijom.
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Slika 35. A) Reprezentativni ,,Western blot” eksperimenti i B) relativna kvantifikacija nivoa Nrf2
proteina u citosolnoj i jedarnoj frakciji hipokampusa stresiranih Wistar muZjaka. Rezultati su
predstavljeni kao srednja vrednost merenja + SEM i obradeni One-way ANOVA i post-hoc Tukey
testom, a statisticki znacajne razlike izmedu eksperimentalnih grupa su predstavijene kao *P<0.05 u

odnosu na kontrolnu grupu, TP<0.05 za hronicni u odnosu na kombinovani stres. (K-kontrola; A-akutni
stres; H-hronic¢ni stres; HA-kombinovani stres)

Western blot analiza nivoa Nrf2 proteina u hipokampusu je pokazala
znacajno povecanje ovog proteina u citosolnoj frakciji imobilisanih Zivotinja
(*P<0.05, Slika 35), uz istovremeni pad u jedarnoj frakciji, Sto je ukazivalo na
prelazak ovog proteina iz jedarne subcelijske frakcije u citosplazmu. Kod Zivotinja
izloZenih hroni¢nom stresoru i kombinaciji stresora nije doSlo do promene u nivou

Nrf2 proteina u citosolu, dok je u jedarnoj frakciji zabeleZen statisticki znacajan
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pad, koji je bio mnogo izraZeniji kod Zivotinja izloZenih kombinaciji stresora
(*P<0.05, tP<0.05, Slika 35). U grupi Zzivotinja koje su bile izloZene akutnoj
imobilizaciji primecen je i porast u nivou Keap1 proteina u citosolu (*P<0.05, Slika
36), ali bez promena u jedarnoj frakciji. Kod Zivotinja koje su bile izloZene
socijalnoj izolaciji izmeren je pad u nivou Keapl proteina u citosolu, uz
istovremeni porast u jedarnoj frakciji (*P<0.05, Slika 36), ukazujuéi na prelazak

ovog proteina iz jedne subcelijske frakcije u drugu. Naknadni akutni stresor kod
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Slika 36. A) Reprezentativni ,Western blot” eksperimenti i B) relativna kvantifikacija nivoa Keapl
proteina u citosolnoj i jedarnoj frakciji hipokampusa stresiranih Wistar muZjaka. Rezultati su
predstavljeni kao srednja vrednost merenja + SEM i obradeni One-way ANOVA | post-hoc Tukey
testom, a statisticki znacajne razlike izmedu eksperimentalnih grupa su predstavljene kao *P<0.05 u
odnosu na kontrolnu grupu, SP<0.05 za akutni u odnosu na kombinovani stress,1P<0.05 za hroniéni u
odnosu na kombinovani stres. (K-kontrola; A-akutni stres; H-hronicni stres; HA-kombinovani stres)

hroni¢no izolovanih Zivotinja (kombinacija stresora), nije izazvao porast u nivou
citosolnog Keap1 proteina (*P<0.05, Slika 36), ali je zato doveo do smanjenja u

njegovom jedarnom pulu (7P<0.05, Slika 36).

Analiza odnosa izmedu Keap1 i Nrf2 proteina je pokazala da je njihov odnos
u citosolu kod Zivotinja izloZenih akutnoj imobilizaciji i kombinaciji stresora
nepromenjen, dok je u uslovima hronic¢ne socijalne izolacije taj odnos promenjen u
korist Nrf2 proteina (*P<0.05, Slika 37). Medutim, u jedarnoj frakciji slika je bila
neSto drugacija. Odnos izmedu Keapl i Nrf2 proteina je bio izmenjen pod

delovanjem svih stresora u odnosu na kontrolu, gde je Keapl preovladavao u
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odnosu na Nrf2 (*P<0.05, Slika 37). Dominacija Keap1 proteina nad Nrf2, kao i
smanjen nivo jedarnog Nrf2 su u saglasnosti sa ulogom koju Keap1 protein ima u

vezivanju i prenoSenju Nrf2 u citosol gde Nrf2 vrlo brzo podleZe degradaciji.
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Slika 37. Relativni odnos nivoa Keapl i Nrf2 proteina u citosolnoj i jedarnoj frakciji hipokampusa
stresiranih Wistar muZjaka. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost merenja + SEM i obradeni
One-way ANOVA i post-hoc Tukey testom, a statisticki znacajne razlike izmedu eksperimentalnih grupa
su predstavljene kao *P<0.05 u odnosu na kontrolnu grupu, S$P<0.05 za akutni u odnosu na
kombinovani stres (K-kontrola; A-akutni stres; H-hronicni stres; HA-kombinovani stres)

4.3.3. Efekti akutnog i hroni¢nog stresora i njihove kombinacije na
ekspresiju gena za glutamat cistein ligazu, glutation S

transferazu i glutation reduktazu

Paralelno sa pracenjem subcelijske raspodele Nrf2 proteina, pracena je na
nivou iRNK i ekspresija gena koji su regulisani ovim transkripcionim faktorom, a to
su: gen za glutamat cistein ligazu (Gclm), gen za glutation S transferazu (Gsta 3) i
gen koji kodira glutation reduktazu (Gsr). Za nervne Celije ovi geni su od posebnog

znacaja jer kodiraju enzime ukljuc¢ene u sintezu i koriSéenje glutationa.

Kao Sto je prikazano na slici 38, u uslovima akutne imobilizacije, kada je
nivo Nrf2 transkripcionog faktora bio znacajno smanjen, ekspresija gena za Gsta 3 i
Gsr je bila takode znaCajno smanjena, dok je za gen Gclm primecen samo trend
smanjenja (*P<0.05, Slika 38). U uslovima hroni¢ne izolacije nije bilo promena u
nivou iRNK za Gsta 3 i Gsr, dok je izmereno povecanje u nivou iRNK za Gclm
(*P<0.05, Slika 38). Naknadni akutni stresor kod hroni¢no izolovanih Zivotinja
(kombinacija stresora), nije izazvao promene u nivou iRNK za Gsta 3 i Gsr, iako je

kod kontrolnih Zivotinja izazvao njihovo smanjenje (*P<0.05, Slika 38). Nivo iRNK
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za Gclm u hipokampusu Zivotinja tretiranih kombinacijom stresora je bio smanjen
u odnosu na nivo kod hronicno stresiranih Zivotinja (fP<0.05, Slika 38), i

nepromenjen u odnosu na kontrolu.
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Slika 38. Relativna promena nivoa iRNK za glutamat cistein ligazu (Gclm), glutation S transferazu
(Gsta 3) i glutation reduktazu (Gsr) u hipokampusu stresiranih Wistar muZjaka. Rezultati su
predstavljeni kao srednja vrednost merenja + SEM i obradeni One-way ANOVA i post-hoc Tukey
testom, a statisticki znacajne razlike izmedu eksperimentalnih grupa su predstavljene kao *P<0.05
u odnosu na kontrolnu grupu, *p<0.05 za akutni u odnosu na kombinovani stress, TP<0.05 za

hroni¢ni u odnosu na kombinovani stres. (K-kontrola; A-akutni stres; H-hronicni stres; HA-
kombinovani stres)
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4.3.4. Sub¢elijska raspodela transkripcionog faktora Nrf2 i njegovog

regulatora Keap1, i njihov relativni odnos tokom trajanja

akutnog stresa

Pracenje promena nivoa Nrf2 proteina tokom trajanja akutnog stresora je
pokazalo da u prvih 20 minuta dolazi do blagog pada u nivou Nrf2 proteina kako u
citosolnoj tako i u jedarnoj frakciji. Po isteku 30 minuta nivo ovog transkripcionog
faktora je ostao smanjen u jedarnoj frakciji, dok je istovremeno doslo do njegove

akumulacije u citosolu (*P<0.05, Slika 39).
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Slika 39. A) Reprezentativni ,,Western blot” eksperimenti i B) relativna kvantifikacija nivoa Nrf2
proteina u citosolnoj i jedarnoj frakciji hipokampusa Wistar muZjaka izloZenih akutnoj imobilizaciji
razli¢itog trajanja. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost merenja + SEM i obradeni One-
way ANOVA i post-hoc Tukey testom, a statisticki znacajne razlike izmedu eksperimentalnih grupa
su predstavljene kao *P<0.05 u odnosu na kontrolnu grupu. (K-kontrola; 5, 10, 20, 30 - trajanje
akutnog stresa u minutima)

Situacija sa Keap1 proteinom je bila nesto drugacija. U citosolu se nivo ovog
proteina smanjivao, da bi u dvadesetom minutu dostigao neki minimum (*P<0.05,
Slika 40). Nakon 30 min nivo Keap1 se vratio na nivo kontrole. U jedarnoj frakciji je
izmeren porast nivoa Keapl posle 10 minuta akutne imobilizacije (*P<0.05, Slika
40), da bi se posle toga vratio na kontrolni nivo. ZabeleZen pad u nivou Keapl
proteina u citosolu, uz istovremeni porast u jedarnoj frakciji, ukazuje na prelazak

ovog proteina iz jedarne Celijske frakcije u citosol.
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Merenje odnosa ova dva proteina, kako u citosolnoj tako i u jedarnoj

frakciji, je pokazalao da do promena dolazi samo u jedarnoj frakciji. Prelazak

A
K 5 10 20 30 K 5 10 20 30
Keap 1 m— e e — o —— I Keap 1 - ;
B
citosol jedro

150 150
s - *
S L I
8 9 T b
- o - T T 1
E 100 + " g 100 I ............ 1
H as T H
- 1 * -
3 : %
- -
g 50 g 50
g g
2 2
2 1%

0 0
K 5 10 20 30 K 5 10 20 30

Slika 40. A) Reprezentativni ,Western blot” eksperimenti i B) relativha kvantifikacija nivoa Keapl
proteina u citosolnoj i jedarnoj frakciji hipokampusa Wistar muZjaka izloZenih akutnoj imobilizaciji
razli¢itog trajanja. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost merenja + SEM i obradeni One-way
ANOVA i post-hoc Tukey testom, a statisticki znacajne razlike izmedu eksperimentalnih grupa su
predstavljene kao *P<0.05 u odnosu na kontrolnu grupu. (K-kontrola; 5, 10, 20, 30 - trajanje akutnog
stresa u minutima)
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Slika 41. Relativni odnos nivoa Keapl i Nrf2 proteina u citosolnoj i jedarnoj frakciji hipokampusa
Wistar muZjaka izloZenih akutnoj imobilizaciji razlicitog trajanja. Rezultati su predstavljeni kao srednja
vrednost merenja + SEM i obradeni One-way ANOVA i post-hoc Tukey testom, a statisticki znac¢ajne
razlike izmedu eksperimentalnih grupa su predstavljene kao *P<0.05 u odnosu na kontrolnu grupu. (K-
kontrola; 5, 10, 20, 30 - trajanje akutnog stresa u minutima)

Keap1 proteina iz citosola u jedro u desetom minutu je uticalo na promenu odnosa

Keap1 prema Nrf2 proteinu u korist Keap1.
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Ovakav odnos se zadrZao i posle 30 minuta imobilizacije (*P<0.05, Slika 41).
Dominacija Keap1 proteina nad Nrf2 u poslednjih 20 minuta imobilizacije, moZe

biti objaSnjenje za sniZen nivo jedarnog Nrf2 (*P<0.05, Slika 39).

4.4. Promene u prefrontalnom korteksu stresiranih muzjaka

Wistar pacova

4.4.1. Efekti akutnog i hroni¢nog stresora i njihove kombinacije na
nivo i aktivnost antioksidativnih enzima: MnSOD, CuZnSOD,

katalaze, GPx i GLR

Izlaganje Zivotinja akutnom stresoru kao i kombinaciji stresora dovelo je do
statisticki znacajnog povecanja nivoa MnSOD proteina u citosolu u odnosu na
kontrolu (*P<0.05, Slika 42), ali je uprkos pove¢anom nivou enzima, aktivnost
MnSOD-a u citosolu ostala nepromenjena (Tabela 3). Povecanje koje je izmereno
kod Zivotinja izloZenih kombinaciji stresora je bilo statisticki znacajno i u odnosu

na hronicno stresirane Zivotinje (*P<0.05, Slika 42).
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Slika 42. A) Reprezentativni ,,Western blot” eksperimenti i B) relativna kvantifikacija nivoa MnSOD
proteina u citosolnoj i mitohondrijalnoj frakciji prefrontalnog korteksa stresiranih Wistar muZjaka.
Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost merenja + SEM i obradeni One-way ANOVA i post-hoc
Tukey testom, a statisticki znacajne razlike izmedu eksperimentalnih grupa su predstavljene kao
*P<0.05 u odnosu na kontrolnu grupu, TP<0.05 hronicni u odnosu na kombinovani stres, *p<0.05 akutni
u odnosu na kombinovani stres (K-kontrola; A-akutni stres; H-hronicni stres; HA-kombinovani stres)
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Slika 43. A) Reprezentativni ,,Western blot”
eksperimenti i B) relativna kvantifikacija
nivoa CuZnSOD proteina u citosolnoj frakciji
prefrontalnog korteksa stresiranih  Wistar
muZjaka. Rezultati su predstavljeni kao
srednja vrednost merenja + SEM i obradeni
One-way ANOVA i post-hoc Tukey testom. (K-
kontrola; A-akutni stres; H-hronicni stres;
HA-kombinovani stres)

[zlaganje socijalnoj izolaciji
kao hroni¢nom stresoru nije dovelo
do promena u nivou ovog enzima u
citosolu, dok je u mitohondrijama
izmeren povecan nivo MnSOD-a

kod Zivotinja izloZenih hroni¢nom

stresoru kao i u slucaju kombinacije stresora (*P<0.05, Slika 42). Povecanje

enzimske aktivnosti je izmereno samo u mitohondrijama Zivotinja izloZenih

socijalnoj izolaciji (*P<0.05, Tabela 3), dok je kod Zivotinja izloZenih kombinaciji
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Slika 44. A) Reprezentativni ,Western blot“ eksperimenti i B) relativna kvantifikacija nivoa proteina
katalaze u citosolnoj i peroksizomalnoj frakciji prefrontalnog korteksa stresiranih Wistar muZjaka.
Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost merenja + SEM i obradeni One-way ANOVA i post-hoc
Tukey testom, a statisticki znacajne razlike izmedu eksperimentalnih grupa su predstavijene kao *P<0.05
u odnosu na kontrolnu grupu, SP<0.05 za akutni u odnosu na kombinovani stres. (K-kontrola; A-akutni

stres; H-hronicni stres; HA-kombinovani stres)
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stresora dodatno primecen i trend smanjenja aktivnosti ovog enzima u odnosu na

hronic¢no stresirane Zivotinje.

Merenje nivoa drugog SOD enzima u citosolnoj frakciji, CuZnSOD, je
pokazalo da je on ostao nepromenjen u svim tretmanima (Slika 43). Ovaj rezultat

je potvrdila i izmerena enzimska aktivnost CuZnSOD-a (Tabela 3).

Na slici 44 su prikazani rezultati promena u nivou proteina katalaze u
citosolnoj i peroksizomalnoj frakciji ¢elija PFC-a u zavisnosti od stresa kome su
Zivotinje bile izloZene. Za razliku od hipokampusa gde je izmereno povecanje ovog
enzima samo kod akutno stresiranih Zivotinja, u PFC-u je dominantan porast
primecen kod hroni¢no stresiranih Zivotinja i neSto manje intenzivan porast kod
zZivotinja izloZenih kombinaciji stesora (*P<0.05, Slika 44). U peroksizomima je
izmereno povecanje nivoa Kkatalaze samo kod hroni¢no stresiranih Zivotinja
(*P<0.05, Slika 44). Povecana enzimska aktivnost katalaze je izmerena u citosolu i
peroksizomima zivotinja izloZenih hroni¢noj socijalnoj izolaciji (*P<0.05, Tabela
3).

Western blot analiza ekspresije drugog peroksidaznog enzima, GPx-a, u
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Slika 45. A) Reprezentativni ,,Western blot” eksperimenti i B) relativna kvantifikacija nivoa GPx i GLR
proteina u citosolnoj frakciji prefrontalnog korteksa stresiranih Wistar muZjaka. Rezultati su
predstavljeni kao srednja vrednost merenja + SEM i obradeni One-way ANOVA i post-hoc Tukey testom,
a statisticki znacajne razlike izmedu eksperimentalnih grupa su predstavljene kao *P<0.05 u odnosu na
kontrolnu grupu,TP<0.05 za hronicni u odnosu na kombinovani stres, *P<0.05 za akutni u odnosu na
kombinovani stres. (K-kontrola; A-akutni stres; H-hronicni stres; HA-kombinovani stres)
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PFC-u, je pokazala da je nivo ovog proteina u citosolu ostao nepromenjen kada su

Zivotinje bile izlagane samo akutnom ili samo hroni¢nom stresoru. Medutim kod

Zivotinja izloZenih kombinaciji stresora, doSlo je do skoro dvostrukog povecanja u

nivou ovog enzima (*P<0.05, Slika 45). Izmerena enzimska aktivnost GPx-a takode

je bila povecana samo kod Zivotinja koje su bile izloZene kombinaciji stresora

(Tabela 3).

Nivo enzima koji obezbeduje rezerve redukovanog glutationa, GLR, je bio

povetan pod uticajem sva tri stresna reZima (*P<0.05, Slika 45), medutim

aktivnost ovog enzima je ostala nepromenjena (Tabela 3).

Tabela 3. Aktivnost antioksidativnih enzima (MnSOD, CuZnSOD, katalaze, glutation peroksidaze GPx i
glutation reduktaze GLR) u prefrontalnom korteksu kontrolnih i stresiranih Zivotinja izraZena u
jedinicama po mg proteina (U/mg prot), osim za GLR, kada je aktivnost izrazena u U/g prot. Rezultati
su predstavljeni kao srednja vrednost merenja + SEM i obradeni One-way ANOVA i post-hoc Tukey
testom, a statisticki znacajne razlike izmedu eksperimentalnih grupa su predstavljene kao *P<0.05 u
odnosu na kontrolnu grupu, SP<0.05 za akutni u odnosu na kombinovani stres i 1P<0.05 za hroni¢ni u
odnosu na kombinovani stres.

stresor
Aktivnost enzima kontrola akutni hronicni kombinovani
(U/mg prot)
MnSOD
. 0.59 +0.02 0.55+0.06 0.56 +0.02 0.48 +0.10
(u citosolu)
MnSOD
. .o 0.59 +0.06 0.64 +£0.04 0.87 +0.08 * 0.65 +0.06
(u mitohondrijama)
Z D
cu. nSO 5.37 £0.02 5.80+£0.06 5.36 £0.02 4,70 £0.11
(u citosolu)
katalaza
. 8.42 £0.55 6.67 £0.47 10.62£0.42 * 8.931+0.42
(u citosolu)
katalaza
. . 8.13 +£0.55 8.58 £0.61 11.41+0.38* 9.51+0.78
(u peroksizomima)
GPx (u citosolu) 10.6 £0.38 11.40 £0.57 10.83 +0.89 14.22 +£1.35 *$t
LR r
G (!J/g prot) 34.62 +£0.95 32.45+5.32 32.04 +£0.59 35.62 +1.07
(u citosolu)
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4.4.2. Efekti akutnog i hroni¢nog stresora i njihove kombinacije na
subcelijsku raspodelu transkripcionog faktora Nrf2 i njegovog

regulatora Keap1, i njihov relativni odnos

Western blot analiza nivoa Nrf2 proteina u PFC-u kod imobilisanih
Zivotinja, pokazala je slicne promene ovog proteina kao u hipokampusu. Znacajno
povecanje nivoa ovog proteina u citosolnoj frakciji uz istovremeni pad u jedarnoj
frakciji (*P<0.05, Slika 46) su ukazali na prelazak ovog transkripcionog faktora iz
jedne subcelijske frakcije u drugu. Kod Zivotinja izloZenih hroni¢nom stresoru nivo
Nrf2 proteina je ostao nepromenjen u obe Celijske frakcije, dok je kod Zivotinja
izloZenih kombinaciji stresora u jedarnoj frakciji zabeleZzen statisticki znacajan
pad, kako u odnosu na kontrolu tako i u odnosu na hroni¢no stresirane Zivotinje
(*P<0.05, tP<0.05, Slika 46). U citosolnoj frakciji nije doSlo do promene u nivou
Nrf2.
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Slika 46. A) Reprezentativni ,,Western blot” eksperimenti i B) relativnha kvantifikacija nivoa Nrf2
proteina u citosolnoj i jedarnoj frakciji prefrontalnog korteksa stresiranih Wistar muZjaka. Rezultati su
predstavljeni kao srednja vrednost merenja + SEM i obradeni One-way ANOVA i post-hoc Tukey
testom, a statisticki znacajne razlike izmedu eksperimentalnih grupa su predstavljene kao *P<0.05 u
odnosu na kontrolnu grupu, 1P<0.05 za hronicni u odnosu na kombinovani stres. (K-kontrola; A-akutni
stres; H-hronicni stres; HA-kombinovani stres)
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Kod Zivotinja koje su bile izloZene akutnoj imobilizaciji primecen je pad u

nivou Keap1 proteina kako u citosolu tako i u jedarnoj frakciji (*P<0.05, Slika 47).
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Slika 47. A) Reprezentativni ,Western blot” eksperimenti i B) relativna kvantifikacija nivoa Keapl
proteina u citosolnoj i jedarnoj frakciji prefrontalnog korteksa stresiranih Wistar muZjaka. Rezultati su
predstavljeni kao srednja vrednost merenja + SEM i obradeni One-way ANOVA i post-hoc Tukey
testom, a statisticki znacajne razlike izmedu eksperimentalnih grupa su predstavljene kao *P<0.05 u
odnosu na kontrolnu grupu, TP<0.05 za hroni¢ni u odnosu na kombinovani stres. (K-kontrola; A-akutni
stres; H-hronic¢ni stres; HA-kombinovani stres)

Kod socijalno izolovanih Zivotinja nisu zabeleZene promene u nivou ovog proteina.
Kombinacija stresora je dovela do istih promena kao i akutna imobilizacija,
odnosno do pada u nivou Keap1 proteina kako u citosolnoj tako i u jedarnoj frakciji

(*P<0.05, Slika 47).
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Slika 48. Relativni odnos nivoa Keapl i Nrf2 proteina u citosolnoj i jedarnoj frakciji prefrontalnog
korteksa stresiranih Wistar muZjaka. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost merenja + SEM i
obradeni One-way ANOVA i post-hoc Tukey testom, a statisticki znacajne razlike izmedu
eksperimentalnih grupa su predstavljene kao *P<0.05 u odnosu na kontrolnu grupu, tP<0.05 za
hroni¢ni u odnosu na kombinovani stres. (K-kontrola; A-akutni stres; H-hronicni stres; HA-kombinovani
stres)
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Analiza odnosa izmedu Keap1 i Nrf2 proteina je pokazala da je njihov odnos
u citosolu kod Zivotinja izloZenih akutnoj imobilizaciji i kombinaciji stresora bio
promenjen u korist Nrf2 proteina, dok je u uslovima hronicne socijalne izolacije
Keapl bio dominantan u odnosu na Nrf2 (*P<0.05, Slika 48). Kod Zivotinja
izloZenih akutnoj imobilizaciji i kombinaciji stresora, merenje odnosa ova dva
proteina u jedarnoj frakciji, je pokazalo dominaciju Keap1l nad Nrf2 u odnosu na
kontrolu (*P<0.05, Slika 48), dok se u uslovima hroni¢ne socijalne izolacije ovaj

odnos nije menjao.

4.4.3. Efekti akutnog i hroni¢nog stresora i njihove kombinacije na
ekspresiju gena za glutamat cistein ligazu, glutation S

transferazu i glutation reduktazu

Paralelno sa pra¢enjem subcelijske distribucije Nrf2 proteina, pratili smo i
ekspresiju gena regulisanih ovim transkripcionim faktorom. Kao $to je prikazano
na slici 49, u uslovima akutne imobilizacije, kada je nivo transkripcionog faktora

Nrf2 u jedarnoj frakciji bio znacajno smanjen, ekspresija gena za Gsta 3 i Gclm je
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Slika 49. Relativna promena nivoa iRNK za glutamat cistein ligazu (Gclm), glutation S transferazu
(Gsta 3) i glutation reduktazu (Gsr) u prefrontalnom korteksu stresiranih Wistar muZjaka. Rezultati
su predstavljeni kao srednja vrednost merenja + SEM i obradeni One-way ANOVA i post-hoc Tukey
testom, a statisticki znacajne razlike izmedu eksperimentalnih grupa su predstavijene kao *P<0.05 u
odnosu na kontrolnu grupu, TP<0.05 za hroni¢ni u odnosu na kombinovani stres. (K-kontrola; A-
akutni stres; H-hronicni stres; HA-kombinovani stres)
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bila znacajno poveéana (*P<0.05, Slika 49), dok je ekspresija gena za Gsr bila
nepromenjena. U uslovima hroni¢ne socijalne izolacije kada nije bilo promena u
nivou Nrf2 u jedarnoj frakciji, nivo iRNK za Gsta 3, Gclm i Gsr, je takode ostao
nepromenjen. Naknadni akutni stresor kod hroni¢no izolovanih Zivotinja
(kombinacija stresora), koji je doveo do smanjenja Nrf2 u jedarnoj frakciji, nije
izazvao promene u nivou iRNK za Gsta 3, Gclm i Gsr, iako je kod kontrolnih

Zivotinja izazvao njihovo povecanje (Slika 49).

4.4.4. Subcelijska raspodela transkripcionog faktora Nrf2 i njegovog
regulatora Keap1, i njihov relativni odnos tokom trajanja

akutnog stresa

Analize nivoa Nrf2 proteina u PFC-u tokom trajanja akutnog stresora su
pokazale da ova moZdana struktura reaguje potpuno drugacije od hipokampusa. U

citosolnoj frakciji je zabeleZen blagi pad u nivou Nrf2 proteina posle 10 min
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Slika 50. A) Reprezentativni ,,Western blot” eksperimenti i B) relativna kvantifikacija nivoa Nrf2
proteina u citosolnoj i jedarnoj frakciji prefrontalnog korteksa Wistar muZjaka izloZenih akutnoj
imobilizaciji razli¢itog trajanja. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost merenja + SEM i
obradeni One-way ANOVA | post-hoc Tukey testom, a statisticki znacajne razlike izmedu
eksperimentalnih grupa su predstavljene kao *P<0.05 u odnosu na kontrolnu grupu. (K-kontrola; 5,
10, 20, 30-trajanje akutnog stresa u minutima)

(*P<0.05, Slika 50), da bi se po isteku 30 min ekspresija ovog transkripcionog

faktora vratila na kontrolni nivo. U jedarnoj frakciji je doSlo do naglog porasta
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nivoa Nrf2 nakon 10 min, da bi po isteku 30 min doSlo do pada u nivou Nrf2 ispod
nivoa kontrole (*P<0.05, Slika 50). Ovaj rezultat je u saglasnosti i sa pove¢anom
ekspresijom gena za Gsta3 i Gclm, koju smo izmerili kod akutno stresiranih
Zivotinja.

Situacija sa Keap1 je bila neSto drugacija. U citosolu je zabeleZen blagi pad u
nivou Keap1 proteina ve¢ posle 5 min (*P<0.05, Slika 51), da bi ostao na snizenom
nivou i po isteku pola sata. U jedarnoj frakciji posle 10 min akutne imobilizacije je

zapaZen trend porasta nivoa Keapl, da bi posle 30 min nivo ovog proteina pao

ispod nivoa kontrole.
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Slika 51. A) Reprezentativni ,Western blot” eksperimenti i B) relativnha kvantifikacija nivoa Keapl
proteina u citosolnoj i jedarnoj frakciji prefrontalnog korteksa Wistar muZjaka izloZenih akutnoj
imobilizaciji razlicitog trajanja. Rezultati su predstavijeni kao srednja vrednost merenja + SEM i
obradeni One-way ANOVA | post-hoc Tukey testom, a statisticki znacajne razlike izmedu
eksperimentalnih grupa su predstavijene kao *P<0.05 u odnosu na kontrolnu grupu. (K-kontrola; 5, 10,

20, 30-trajanje akutnog stresa u minutima)

Merenje odnosa ova dva proteina, kako u citosolnoj tako i u jedarnoj
frakciji, je pokazalao da, kao i u hipokampusu, i u PFC-u dolazi do promena samo u
jedarnoj frakciji. I dok je u hipokampusu sve vreme trajanja akutnog stresa odnos
nivoa Nrf2 i Keapl izmenjen u korist Keap1 proteina, u PFC-u je u prvih 20 min

ovaj odnos izmenjen u korist Nrf2 (*P<0.05, Slika 52).
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Nakon 30 min imobilizacije odnos Nrf2 i Keapl se menja u korist Keap1
proteina (*P<0.05, Slika 52), Sto koincidira sa padom u nivou jedarnog Nrf2

(*P<0.05, Slika 50).
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Slika 52. Relativan odnos nivoa Keapl i Nrf2 proteina u citosolnoj i jedarnoj frakciji prefrontalnog
korteksa Wistar muZjaka izloZenih akutnoj imobilizaciji razlicitog trajanja. Rezultati su predstavljeni
kao srednja vrednost merenja + SEM i obradeni One-way ANOVA i post-hoc Tukey testom, a statisticki
znacajne razlike izmedu eksperimentalnih grupa su predstavljene kao *P<0.05 u odnosu na kontrolnu
grupu. (K-kontrola; 5, 10, 20, 30 - trajanje akutnog stresa u minutima)
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4.5. Promene u jetri stresiranih muzjaka Wistar pacova

4.5.1. Efekti akutnog i hroni¢nog stresora i njihove kombinacije na

nivo transkripcionih faktora, NFKB i GR, i Hsp proteina

Uloga transkripcionih faktora u odgovoru na razli¢ite stimuluse je klju¢ni
faktor u adaptaciji ¢elije na izmenjene uslove sredine. Male promene redoks stanja
u Celiji uticu na aktivnost transkripcionih faktora poput NF«B i GR-a. Kako su oni
odgovorni za regulaciju ekspresije preko 150 gena ukljucenih u razliite procese u

Celiji, pracenje njihovih promena je od izuzetne vaznosti.

Western blot analiza nivoa NFkB proteina je pokazala znacajno povecanje
ovog proteina u jetri imobilisanih Zivotinja, kao i u Zivotinjama izloZenim
kombinovanom stresoru (Slika 53, *P<0.05). Povecan nivo ovog proteina smo
izmerili i kod hroni¢no stresiranih Zivotinja, ali je ovo povecanje bilo mnogo

manjeg inteziteta (Slika 53, *P<0.05).

U odgovoru na akutni stresor kao i na kombinaciju stresora, gde smo

izmerili znacajan skok u koncentraciji kortikosterona u serumu, nivo GR proteina u
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Slika 53. A) Reprezentativni ,,Western blot” eksperimenti i B) relativna kvantifikacija nivoa NFkB i GR
proteina u jetri stresiranih Wistar muZjaka. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost merenja
+ SEM i obradeni One-way ANOVA i post-hoc Tukey testom, a statisticki znacajne razlike izmedu
eksperimentalnih grupa su predstaviljene kao *P<0.05 u odnosu na kontrolnu grupu. tP<0.05 za
hronicni u odnosu na kombinovani stres. (K-kontrola;, A-akutni stres; H-hronicni stres; HA-
kombinovani stres)
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jetri je takode bio znacCajno povecan u odnosu na kontrolne Zivotinje, Sto je
pokazano na Slici 53 (*P<0.05). U grupi Zivotinja koje su bile izlagane socijalnoj

izolaciji nivo GR proteina je ostao nepromenjen.

Western blot analiza nivoa Hsp90 proteina u jetri imobilisanih Zivotinja je
pokazala znacajno povecanje u odnosu na kontrolu, dok je u ostalim tretmanima
nivo ovog proteina ostao nepromenjen (Slika 54, *P<0.05). Takode treba pomenuti
i statisticki znacajnu razliku u nivou Hsp90 proteina izmedu Zivotinja koje su bile
izloZene samo akutnom stresoru i Zivotinja koje su pre akutnog bile i hroni¢no
stresirane (kombinacija stresora, Slika 54, $P<0.05). Kao $to se vidi sa Slike 54,
nivo Saperonskog Hsp70 proteina u jetri je bio znacajno poveéan kod akutno
stresiranih Zivotinja i kod Zivotinja podvrgnutih kombinaciji dva stresora
(*P<0.05). Medutim, u grupi Zivotinja koje su bile izlagane socijalnoj izolaciji nivo

Hsp70 proteina u jetri je ostao nepromenjen.
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Slika 54. A) Reprezentativni ,,Western blot” eksperimenti i B) relativna kvantifikacija nivoa Hsp90 i
Hsp70 proteina u jetri stresiranih Wistar muZjaka. Rezultati su predstavijeni kao srednja vrednost
merenja + SEM i obradeni One-way ANOVA | post-hoc Tukey testom, a statisticki znacajne razlike
izmedu eksperimentalnih grupa su predstavljene kao *P<0.05 u odnosu na kontrolnu grupu. SP<0.05
za akutni u odnosu na kombinovani stres. (K-kontrola; A-akutni stres; H-hronicni stres; HA-
kombinovani stres)
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4.5.2. Efekti akutnog i hroni¢nog stresora i njihove kombinacije na
nivo i aktivnost antioksidativnih enzima: MnSOD, CuZnSOD,

katalaze, GPx i GLR

Jetra je organ koji je najbogatiji antioksidativnim enzimima. U cilju
odredivanja promena u antioksidativnoj zastiti jetre, u funkciji razlicitih tipova
stresora, merili smo nivo proteina kao i aktivnost sledecih antioksidativnih
enzima: MnSOD, CuZnSOD, katalaze, GPx-a i GLR-a u ukupnom c¢elijskom lizatu
jetre. Western blot analiza nivoa MnSOD enzima u jetri je pokazala znacajno
povecanje u imobilisanim Zivotinjama u odnosu na kontrolu, dok je u ostalim

tretmanima nivo ovog proteina ostao nepromenjen (Slika 55, *P<0.05).

Sa Slike 55 se takode moZe videti da su sva tri tretmana uzrokovala
povecanje nivoa CuZnSOD u jetri. [zmerena aktivnost ukupne SOD, prikazana u
Tabeli 4, je pokazala da je u sva tri tretmana doslo do povecenja, iz ¢ega se moZe
zakljuciti da poveéanje u aktivnosti prvenstveno potice od CuZnSOD a ne od

MnSOD, osim u slu¢aju akutnog stresora, gde smo imali porast u nivou oba enzima.
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Slika 55. A) Reprezentativni ,Western blot” eksperimenti i B) relativna kvantifikacija nivoa MnSOD i
CuZnSOD proteina u jetri stresiranih Wistar muZjaka. Rezultati su predstavijeni kao srednja vrednost
merenja + SEM i obradeni One-way ANOVA | post-hoc Tukey testom, a statisticki znacajne razlike
izmedu eksperimentalnih grupa su predstavljene kao *P<0.05 u odnosu na kontrolnu grupu. (K-kontrola;
A-akutni stres; H-hronicni stres; HA-kombinovani stres)
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Slika 56. A) Reprezentativni , Western blot” eksperiment i B)
relativna kvantifikacija nivoa proteina katalaze u jetri
stresiranih Wistar muZjaka. Rezultati su predstavijeni kao
srednja vrednost merenja * SEM i obradeni One-way
ANOVA | post-hoc Tukey testom, a statisticki znacajne
razlike izmedu eksperimentalnih grupa su predstavljene kao
*P<0.05 u odnosu na kontrolnu grupu i 1P<0.05 za hronicni
u odnosu na kombinovani stres. (K-kontrola; A-akutni stres;
H-hronicni stres; HA-kombinovani stres)

Na Slici 56 su prikazani
rezultati promena u nivou
proteina katalaze u jetri u
zavisnosti od primenjenog
stresora. Povean nivo ovog
enzima u odnosu na kontrolne
Zivotinje, smo izmerili u jetri
akutno stresiranih Zivotinja i kod
Zivotinja podvrgnutih kombinaciji
dva stresora (*P<0.05), dok je u
grupi Zivotinja koja je bila izlagana
socijalnoj izolaciji nivo katalaze u
jetri ostao nepromenjen. Ovaj
rezultat je u saglasnosti i sa
izmerenom enzimskom
aktivnos¢u, gde smo povecanje
takode izmerili samo u jetri
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Slika 57. A) Reprezentativni ,,Western blot” eksperimenti i B) relativna kvantifikacija nivoa glutation
peroksidaze (GPx) i glutation reduktaze (GLR) u jetri stresiranih Wistar muZjaka. Rezultati su
predstavljeni kao srednja vrednost merenja + SEM i obradeni One-way ANOVA i post-hoc Tukey
testom, a statisticki znacajne razlike izmedu eksperimentalnih grupa su predstavljene kao *P<0.05 u
odnosu na kontrolnu grupu, *p<0.05 za akutni u odnosu na kombinovani stres, TP<0.05 za hronicni u
odnosu na kombinovani stres. (K-kontrola; A-akutni stres; H-hronicni stres; HA-kombinovani stres)
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Zivotinja podvrgnutih kombinaciji dva stresora (Tabela 4, *P<0.05).

Western blot analiza drugog peroksidaznog enzima, GPx-a, je pokazala da
nivo ovog proteina u jetri raste samo u uslovima akutnog stresa (*P<0.05, Slika
57). Povecanje enzimske aktivnosti GPx-a takode je izmereno samo kod akutno
stresiranih Zivotinja (Tabela 4). Aktivhost GPx-a zavisi od dostupnosti
redukovanog glutationa. Enzim GLR, koji obezbeduje rezerve redukovanog
glutationa neophodnog za enzimsku aktivnost GPx-a, nije pratio promene GPx-a ni
u jednom tretmanu. U uslovima akutnog stresa gde smo detektovali povecanje
nivoa GPx-a, nivo GLR proteina kao i njegova enzimska aktivnost su ostali
nepromenjeni (Slika 57, Tabela 4). U grupi Zivotinja koje su bile izlagane socijalnoj

izolaciji i gde je GPx u jetri ostao nepromenjen, nivo

GLR proteina kao i njegova enzimska aktivnost su bili statisticki znacajno
smanjeni u odnosu na kontrolu (*P<0.05), dok je kombinacija dva stresora izazvala
statisti¢ki znacajno povecanje u nivou i enzimskoj aktivnosti GLR (*P<0.05, Slika

57, Tabela 4).

Tabela 4. Aktivnost antioksidativnih enzima (ukupne SOD, katalaze, glutation peroksidaze GPx i
glutation reduktaze GLR) u jetri kontrolnih i stresiranih Zivotinja izraZena u jedinicama po mg proteina
(U/mg prot). Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost merenja + SEM i obradeni One-way ANOVA
i post-hoc Tukey testom, a statisticki znacajne razlike izmedu eksperimentalnih grupa su predstavljene
kao *P<0.05 u odnosu na kontrolnu grupu.

Bioloski fakultet Univerziteta u Beogradu

stresor
Aktivnost enzima kontrola akutni hronicni kombinovani
(U/mg prot)

SOD 66.48 +0.77 77.93+1.25*% 77.04 +2.04 * 81.91+2.64 *
katalaza 322.11+3.98 37471+£442 % 320.81+£5.18 384,54+ 485 *

GPx 36.42+1.30 4203+1.10* 37.76 £1.69 38.46 £2.30
GLR 21.35+0.62 22.69+0.46 18.09 £0.65 * 26.22 +£0.89 *
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Smatra se da je hronicni stres jedan od glavnih etioloskih faktora u razvoju
psihijatrijskih i neurodegenerativnih bolesti, a mnogi naucnici tvrde da se u osnovi
ovih bolesti nalazi i narusena redoks ravnoteza. UspeSna adaptacija na stres
ukljucuje udruZeno delovanje hormona simpato-adreno-medularnog i hipotalamo-
hipofizno-adrenalnog sistema na nekoliko nivoa u centralnom nervnom sistemu,

koji obuhvataju mozdane strukture kao Sto su hipokampus i prefrontalni korteks.

U literaturi je poznato da glukokortikoidi izazivaju povecavanu proizvodnju
reaktivnih kiseoni¢nih vrsta i da mogu da naruSe ravnotezZu izmedju nastanka
oksidanata i antioksidativne zaStite, Sto moZe da dovede do stanja oksidativnog
stresa. Kako hipokampus spada medu moZdane regione najosetljivije na
oksidativni stres, adaptivne promene unutar same strukture su jako bitne za
oCuvanje njegove funkcionalnosti. Evolutivno najrazvijeniji region u mozgu je PFC
nekontrolisan stres moZe veoma lako da ugrozi funkcije PFC-a, dok izlaganje

hronicnom stresu vodi ka njegovim strukturnim promenama. Za uspeSnu
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adaptaciju na stres, izmedu ostalog, neophodan je adekvatan antioksidativni

odgovor CNS-a, koji ukljucuje izmenjenu ekspresiju ¢itavog skupa gena i proteina.

Cilj ove disertacije je bio da ispitamo promene na nivou antioksidativne
zaStite u hipokampusu i PFC-u pod dejstvom hroni¢nog, akutnog i kombinovanog
stresora. U jetri smo takode Zeleli da ispitamo da li relativni odnos izmedu dva
transkripciona faktora osetljiva na stres, GR i NFkB, moZe uticati na odgovor
antioksidativne zaStite u datim uslovima. Dugotrajna socijalna izolacija je odabrana
kao potencijalni maladaptivni hronic¢ni stresor, pri ¢emu je bilo bitno utvrditi i da li
prethodno izlaganje hronicnom stresoru menja odgovor na naknadni akutni
stresor. U tu svrhu je koriS¢ena akutna imobilizacija, koja se definiSe kao fizicko-
emotivno-psihosocijalni stresor visokog intenziteta (Garcia i saradnici, 2000). Ovaj
tip stresora je odabran zbog toga Sto znacajno podiZe nivo serumskog
kortikosterona i stoga se moZe smatrati paradigmom “normalnog” odgovora na

stres.

Kako se znacaj veze izmedu fizioloSke i molekularne signalizacije u
ispitivanim limbi¢kim moZdanim strukturama i neadekvatnog odgovora na
hroni¢ni stres, ogleda najbolje u izmenjenom ponasanju ispitivanih Zivotinja, bilo
je neophodno analizirati odredene karakteristike ponasanja hroni¢no stresiranih

pacova.
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5.1. Hronic¢na socijalna izolacija izaziva promene u ponasanju

Zivotinja u pravcu anksioznosti i depresije

Kompleksna simptomatologija depresivnih poremecaja kod ljudi dosta
oteZava koriS¢enje Zivotinjskih modela u proucavanju ovih bolesti, ali se odredeni
oblici ponaSanja ipak mogu pratiti i meriti. Poslednjih godina su razvijeni
zivotinjski modeli koji se koriste za proucavanje poremecaja raspoloZenja kao i za
pracenje efikasnosti terapija koje se koriste u njihovom lecenju. Poznato je da
hroni¢ni stres ima znacajnu ulogu u etiologiji depresije, kao i da dovodi do
promena u centralnom nervnom i neuroendokrinom sistemu koje imaju sli¢nosti
sa promenama karakteristi¢cnim za razvoj poremecaja raspoloZenja. Medu njima,
od posebnog su znacaja stresori sa psihosocijalnom komponentom. Modeli
hroni¢nog stresa prvi put su koris¢eni jo§ 1987. godine za izazivanje depresivnog
ponaSanja kod glodara (Willner i saradnici, 1987). Uzimaju¢i u obzir ¢injenicu da
se anksioznost i depresija najc¢eSc¢e javljaju udruzeno, bilo je vaZno pokazati da li
hroni¢na socijalna izolacija dovodi do promena u ponasanju Zivotinja, i to promena

koje bi se mogle definisati kao ponasSanje nalik anksioznom ili depresivnom.

Jedan od najceSc¢e koris¢enih testova u analizi anksioznog ponasanja jeste
test izdignutog plus lavirinta. U naSim eksperimentima je pracena ukupna
lokomotorna aktivnost Zivotinje (kao ukupan broj ulaza u zatvorena i otvorena
polja), broj ulaza u otvorena polja kao i vreme provedeno u njima (kao mera
anksioznosti), i broj ulaza u zatvorena polja. U uslovima hroni¢ne socijalne izolacije
je izmereno statisticki znacajno smanjenje lokomotorne aktivnosti Zivotinja u
poljima lavirinta. Trend smanjenja lokomotorne aktivnosti se slaze sa rezultatima
drugih autora koji su pokazali da socijalni stres utice na izmenjeno lokomotorno
ponasanje zivotinja (Koolhaas i saradnici, 1997; Rygula i saradnici, 2005). Broj
ulazaka u otvorena polja i vreme provedeno u njima odrazavaju konflikt izmedu
teZnje Zivotinje da se krece u zaSticenom prostoru (zatvorena polja) i istrazivacke
aktivnosti u otvorenim poljima, i sluZze kao uobicajeni indikatori anksioznosti.
Smanjen broj ulazaka u otvorena polja, kao i vremena provedenog u otvorenim
poljima lavirinta je direktna mera anksioznog ponasanja Zivotinja. Nasi rezultati su

pokazali da tri nedelje socijalne izolacije prouzrokuju smanjenu eksploratornu

105
Bioloski fakultet Univerziteta u Beogradu



Doktorska disertacija Diskusija

aktivnost Zivotinje u izdignutom plus lavirintu tj. pojavu anksioznog ponasanja.
Brojne studije su se bavile temom hroni¢nog stresa i ponasanja. Neke su pokazale
da stres smanjuje anksiozno ponaSanje (D’Aquila i saradnici, 1994; Kompagne i
saradnici, 2008), druge da povecava anksiozno ponasanje (Bessa i saradnici, 2009;
Pohl i saradnici, 2007), dok neke tvrde da stres ne dovodi do promena u ponasanju
(Matuszewich i saradnici, 2007) u testu izdignutog plus lavirinta. Medutim, vecina
radova je pokazala pozitivhu vezu izmedu stresa i anksioznog ponaSanja. Razlike u
dobijenim rezultatima se mogu objasniti drugacijim metodoloSkim konceptima
ovih istraZivanja. Tako su, na primer, u istrazivanjima gde nisu koriSc¢eni direktni
fizicki stresori Zivotinje pokazale anksiozno ponaSanje u testu izdignutog plus
lavirinta, dok u testiranju Zivotinja koje su tretirane direktnim fizickim stresorima
(Matuszewich i saradnici, 2007) anksiozno ponasSanje nije zabeleZeno. Sve ovo
govori u prilog tome da rezultati testa izdignutog plus lavirinta zavise od istorije i

konteksta u kojima se ponasanje Zivotinja analizira.

Spasojevi¢ i saradnici (2007) su pokazali da hroni¢na psihosocijalna
izolacija u trajanju od 4 nedelje dovodi do pojave anksioznog ponasanja, pracenog
smanjenim brojem vertikalnih izdizanja i promenama u timarenju u odnosu na
kontrolne Zivotinje. Iako promene u timarenju nisu obuhvatale razlike u
ucestalosti izmedu hroni¢no izolovanih i kontrolnih pacova, aktimetarski test, koji
omogucava detaljnu kvalitativnu analizu timarenja, pokazao je smanjenu duzinu
pojedinacnih timarenja, produZen period izmedu dva timarenja, kao i ucestalije
timarenje tela i genitalija u odnosu na glavu. Kako je timarenje kod glodara
stereotipno ponasanje koje ima odredeni redosled, poremecen redosled faza u
timarenju kao i njihova duzina ukazuju na anksiogeni efekat stresa (Komorowska i

Pisula, 2003).

Test forsiranog plivanja se smatra standardnim testom za pracenje
ponasSanja koje je slicno depresivnhom i u istrazivanjima se cesto koristi da se
odredi efikasnost antidepresiva. Imobilnost odrazava stanje smanjenog
raspoloZenja, u kome su Zivotinje napustile svaku nadu da ¢e pronadi izlaz i
predstavlja vrstu bespomoc¢nosti u ponaSanju Zivotinje. Test je raden sa jednim

merenjem (eng. one-trial test) da bi se izbegao laZni rezultat koji potice od naucene
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bespomocnosti Zivotinja, koja se javlja u testovima sa viSestrukim merenjima
(Porsolt i saradnici, 1978; Shimazoe i saradnici, 1987). U literaturi je pokazano da
hronic¢ni stres utiCe na povecanje vremena imobilnosti Zivotinje u testu forsiranog
plivanja (Bielajew i saradnici, 2003). U naSim merenjima je zabeleZeno statisticki
znacajno povecanje vremena imobilnosti kod hroni¢no izolovanih Zivotinja, Sto je u
skladu sa rezultatima drugih autora, dobijenih kod hroni¢no stresiranih Zivotinja

(Brenes i Fornaguera, 2009; Spasojevic i saradnici, 2008).

Weiss i saradnici (1998) su bili prvi koji su u okviru testa forsiranog
plivanja prepoznali razliite oblike aktivnog ponasanja eksperimentalnih Zivotinja.
Naime, osim imobilnosti, u aktivnom ponasanju oni razlikuju penjanje uz zidove
cilindra i plivanje. Penjanje se obi¢no deSava u prvim minutima testiranja, plivanje
tokom celog testa, dok je imobilnost najucestalija na samom kraju testiranja.
Penjanje i plivanje su dva oblika aktivnosti koja se deSavaju naizmenicno u
serijama, kao pokuSaj da se izade iz cilindra. Pokazanao je da inhibitori
preuzimanja noradrenalina stimuliSu penjanje uz zidove (resenost da se izade iz
cilindra), dok je plivanje manifestacija inhibicije preuzimanja serotonina. Nasa
istraZivanja su pokazala da hroni¢na socijalna izolacija ne menja vreme koje
Zivotinja provede u penjanju, ali znac¢ajno smanjuje vreme plivanja, Sto ukazuje da

ovaj tip hroni¢nog stresa pogada pre svega serotonergicku signalizaciju.

Ukupno gledano, hroni¢na socijalna izolacija je imala uticaj na pojedine
elemente ponaSanja Zivotinja, dovode¢i do pojave nekih od karakteristika
anksioznog i depresivnog ponaSanja. Ove promene pokusali smo da dovedemo u
vezu sa fizioloSkim i molekularnim parametrima, koji su pod uticajem hronicne

socijalne izolacije bili izmenjeni u limbickim strukturama mozga.

5.2. Hronic¢na socijalna izolacija smanjuje aktivnost

peroksidaznih enzima u hipokampusu Wistar muzjaka

Mozak je veoma osetljiv na oSteenja koja izazivaju reaktivne kiseoni¢ne
vrste, kako zbog svoje velike metabolicke aktivnosti, znacajne koli¢ine
polinezasi¢enih masnih kiselina i sadrzaja metala, tako i zbog relativno slabe

antioksidativne zastite. Odredeni regioni CNS-a, kao Sto je hipokampus, su posebno
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osetljivi na oksidativni stres zbog niZih koncentracija endogenog vitamina E u
odnosu na druge moZdane strukture (Santos i saradnici, 2009). U bazalnim
uslovima c¢ak i slaba antioksidativna odbrana pruZza adekvatnu zaStitu moZdanih
struktura od nastalih oksidanata, medutim u prooksidativnim uslovima ovakva
odbrana povecava Sansu za stvaranje oksidativnog stresa. U pojedinim fazama
neuroregulatornih fizioloSkih procesa, koji se ostvaruju preko steroidnih hormona,
kao i u toku metabolizma samih steroidnih hormona, dolazi do znacajnih promena
oksido-redukcione ravnoteZe, ukoliko ne postoji efikasna antioksidativna
enzimska odbrana. Tako je poznato da glukokortikoidni hormoni naruSavaju
balans izmedju nastanka oksidanata i antioksidativne zaStite tako Sto povecéavaju

produkciju ROS-a (Behl i saradnici, 1997).

U odgovoru na akutnu imobilizaciju, gde smo izmerili znacajno povecanje
koncentracije serumskog kortikosterona, aktivirao se Citav set antioksidativnih
enzima, Sto se moze tumaciti kao adaptivni odgovor na pove¢anu produkciju ROS-a
(Tabela 2). Poveéana produkcija ROS-a moZe biti poreklom od narusSenog
transportnog lanca elektrona i povecane produkcije superoksida u
mitohondrijama, kao i od aktivirane mikroglije i NADPH oksidaze. Takode, moZe
biti posledica metabolizma kateholamina (Smythies i Galzigna, 1998) koji su, kako
su pokazali Dronjak i saradnici (2004), u uslovima akutnog stresa viSestruko
poviseni. NaSe ranije studije su pokazale povec¢anu jedarnu aktivnost NFkB i GR-a u
hipokampusu u uslovima akutnog stresa (Djordjevic i saradnici, 2009). VaZno je
napomenuti da promotor, kao i kontrolni region drugog introna MnSOD gena,
sadrze vezujuce mesto za transkripcioni faktor NFxB, dok promotorski region
CuZnSOD gena sadrzi vezujuce mesto za NFkB i GR (Kim i saradnici, 1994).
Uklanjanje viSka H202 u neuronima, koji nastaje usled aktivnosti SOD enzima, vrsi
prvenstveno katalaza (Schad i saradnici, 2003). U uslovima akutnog stresa njena
aktivnost bila je ¢ak dvostruko poviSena. Svi ovi rezultati ukazuju na cinjenicu da
se u uslovima akutnog stresa ova mozdana struktura uspesno bori protiv povecane
produkcije ROS-a (usled poviSenih kateholamina, kortikosterona i glukoze).
Povecana aktivnost antioksidativnih enzima moZe poticati i od aktivirane

mikroglije kao i od signalizacije poreklom od IL1 i TNFa (Bruce i saradnici, 1996).
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To se pre svega odnosi na povecanu ekspresiju GPx-a, koga najviSe ima u ¢elijama
mikroglije (Lindenau i saradnici, 1998), dok je u neuronima i astrocitima mnogo
manje zastupljen. Indukovani odgovor GPx-a je posledica promene u produkciji
lipidnih peroksida. Nepromenjena aktivnost ovog enzima moZe biti posledica
poviSenog kortikosterona, za koji je pokazano da smanjuje aktivnost GPx-a u
hipokampusu (McIntosh i saradnici, 1998). Takode, razlog mozemo traziti i u
nedovoljnoj koli¢ini glutationa koji je neophodan za njegovu aktivnost, jer je
aktivnost GLR-a koji obezbeduje rezerve redukovanog glutationa, ostala takode
nepromenjena. Nizak nivo redoks senzitivnog transkripcionog faktora Nrf2 koji
smo izmerili u jedru (Slika 35), moZe predstavljati mogucée objasnjenje za ovakav
rezultat. Naime, Nrf2 reguliSe bazalnu i inducibilnu ekspresiju brojnih gena za
detoksifikujuce i antioksidativne enzime, kao i gena ukljucenih u glutationski put
(glutation reduktaza, glutamat cistein ligaza, glutation S transferaza). Nasi rezultati
su pokazali da Keap1l izbacuje Nrf2 iz jedra ve¢ posle 10 min (Slika 41), Sto je
rezultiralo smanjenom ekspresijom gena za enzime koji obezbeduju nove rezerve
glutationa. Smanjena aktivnost Nrf2 u jedru moZe se povezati i sa povecanim
nivoom NFkB, za koji je poznato da igra vaznu ulogu u inaktivaciji Nrf2.
Nepromenjena aktivnost GPx-a i GLR-a i smanjena ekspresija gena koji sintetisu ili
koriste glutation sugeriSe da je u uslovima akutnog stresa odgovor glutationskog

sistema u hipokampusu izostao.

Rezultati iz drugih laboratorija su pokazali narusenu antioksidativnu zastitu
u razli¢itim modelima hroni¢nog stresa kao $to su: stres ograniCavanjem (Zafir i
Banu, 2009), hroni¢na imobilizacija (Grillo i saradnici, 2003) ili hronicno izlaganje
niskim temperaturama (Kaushik i Kaur, 2003). Zajednicka karakteristika svih ovih
modela jeste poviSen nivo kortikosterona u serumu koji moZe biti odgovoran za
povecanu produkciju ROS-a (Liu i Mori, 1999). S druge strane, nasa ranija
istraZivanja na modelu hroni¢ne socijalne izolacije i sniZenog kortikosterona, su
pokazala smanjeni kapacitet oksidativne fosforilacije i mitohondrijalne respiracije
u hipokampusu (Adzic i saradnici, 2009a), Sto takode moze imati za posledicu
naruSenu redoks ravnotezu. Merenje antioksidativnih enzima u nasoj studiji je

pokazalo da u hipokampusu hronic¢no stresiranih Zivotinja nema bitnih promena u
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nivou ovih enzima, ali da je aktivnost GPx-a znacajno smanjena. Neuroprotektivna
uloga ovog enzima je dokumentovana u mnogim studijama (DeHaan i saradnici,

2003; Weisbrot-Lefkowitz i saradnici, 1998). Klinicke studije su pokazale

= hroni¢na - \ iedro
@ socijalna \/ eiloplazma \\\ Nrf2 l, J
izolacija
Gclm iRNK T

o

kortikostero l, GPx l,
glukoza ‘1'

HIPOKAMPUS /7 I~

Slika 58. Shematski prikaz pracenih parametara u hipokampusu, koji su bili promenjeni pod
uticajem hronicne socijalne izolacije (ilustrovala Ana Pordevic)

smanjenu aktivnost GPx-a kod ljudi koji boluju od depresije (Maes i saradnici,
2011), kao i u patogenezi drugih neurodegenerativnih bolesti (Power i Blumbergs,
2009), dok je izmenjena aktivnost ovog enzima primecena i kod Zivotinjskih
modela depresije indukovane stresom (Eren i saradnici, 2007). Smanjena aktivnost
GPx-a moZe da dovede do pomeranja ravnoteZe u pravcu akumulacije H202 i OH
radikala, kao i peroksidovanih biomolekula, pre svega lipidnih peroksida, cije je
prisustvo takode izmereno u nekim Klini¢kim studijama (Bilici i saradnici, 2001).
Akumulacija proteinskih i lipidnih peroksida u uslovima blagog hroni¢nog stresa je
dokumentovana i u studijama na Zivotinjama (Lucca i saradnici, 2009) i moZe
uticati na aktivnost enzima osetljivih na ove molekule, poput glukokortikoidnih
receptora, kinaza, JNK, CDK ili NFKB, Sto je i pokazano u nasSim ranijim radovima
(Adzic i saradnici, 2009b; Djordjevic i saradnici, 2009). PoviSen nivo GLR-a kao i

iRNK za glutamat cistein ligazu, limitirajuéi enzim za sintezu glutationa, bi mogao
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da se tumaci kao pokusaj sistema da odrzi redoks ravnotezu povecavajuci rezerve
redukovanog glutationa i aktiviraju¢i odbranu koja ne ukljuCuje GPx. Uprkos
povecanom nivou GLR-a, nisu izmerene veCe promene u njenoj enzimskoj
aktivnosti Sto moZe biti posledica nedovoljne koli¢ine njenog supstrata, NADPH,
usled sniZenog nivoa glukoze (Suh i saradnici, 2007). Veliki broj eksperimentalnih
podataka ukazuje na to da oksidativni stres igra znacajnu ulogu u starenju i
patogenezi neurodegenerativnih oboljenja, gde je poseban akcenat stavljen bas na
glutationski sistem (DeHaan i saradnici, 2003; Hovatta i saradnici, 2010; Halliwell,
2006). Analize genske ekspresije i testova ponaSanja kod razlicitih sojeva miSeva
su izdvojile enzim GLR kao mogu¢i biomarker anksioznog ponasanja (Hovatta i
saradnici, 2005). Smanjen nivo Nrf2 u jedru nije uticao na ekspresiju gena
regulisanih ovim transkripcionim faktorom. Smanjena jedarna aktivnost Nrf2, koji
igra vaznu ulogu u zaStiti nervnih ¢elija od oksidativnih oSte¢enja (Johnson i
saradnici, 2008), ¢ini ovu strukturu podloZniju oksidativnim oStecenjima. Poznato
je i da visak H202 dovodi posredno do izbacivanja Nrf2 iz jedra i njegove
degradacije preko aktivacije GSK kinaza, Sto moZe biti jedno od objasnjenja
dobijenih rezultata. Visak H202 u hipokampusu moze biti jedan od uzroka razlic¢ite
aktivnosti Nrf2 u hipokampusu i PFC-u u uslovima hroni¢nog stresa. Procesi koji
sprecevaju aktivnost Nrf2 u jedru, dovode do oStecenja funkcije i/ili gubitka
neurona. Smanjen nivo proteina Nrf2 u jedru ne mora biti samo rezultat
degradacije (nivo u citosolu nije promenjen), ve¢ moZe biti posledica poremecenog
transporta u jedro, $to je primeceno u sluc¢aju nekih drugih transkripcionih faktora.
Nedavno objavljene studije kod pacijenata za razli¢itim neuroloskim poremecajima
su pokazale izmenjenu ekspresiju gena regulisanih sistemom Nrf2/Keap1 (Zhang i
saradnici, 2013; Ramsey i saradnici, 2007). Smanjena funkcija Nrf2 moZe posluziti i
kao pokazatelj predispozicije za hroni¢ne inflamatorne bolesti. Tako su rezultati
naSih ranijih studija pokazali pove¢anu jedarnu aktivnost NFkB u hipokampusu
hroni¢no stresiranih Zivotinja. Prema podacima iz literature, povecana aktivnost
NFkB i smanjena aktivnost Nrf2 se mogu interpretirati kao markeri
neurodegeneracije, Sto potvrduju i nasi raniji rezultati koji su kod hroni¢no
izolovanih Zivotinja pokazali povecanje koli¢ine fragmentisane DNK, inicijaciju

apoptoze kao i ugrozen proces Celijskog disanja u mitohondrijama sa poviSenim
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nivoom GR-a u mitohondrijama, ¢ije se prisustvo u ovim organelama smatra
indikatorom inicijacije apoptoze (Adzic i saradnici, 2009b). Takode, oksidativni
stres moze biti i uzrok izmenjene plasti¢nosti u ovoj mozdanoj strukturi (Mattson i
Liu, 2002), koju su pokazali nasi raniji radovi (Djordjevic i saradnici, 2010). Svi ovi
podaci govore u prilog Cinjenici da u uslovima hroni¢ne izolacije poreklo
oksidativnog stresa u hipokampusu treba traziti u neadekvatnoj antioksidativnoj

zaStiti a ne u povecanoj produkciji ROS-a.

U nastavku studije smo analizirali sposobnost hipokampusa da sprovede
normalan odgovor na stres, tako Sto smo hroni¢no stresirane pacove izlagali
naknadnoj akutnoj imobilizaciji. Rezultati su pokazali da je obrazac promena
antioksidativnih enzima u kombinovanom stresu izmenjen u odnosu na odgovor
na akutni stresor. Naime, reakcija je potpuno izostala na nivou peroksidaznih
enzima, GPx-a i katalaze. NaruSen peroksidazni sistem ve¢ je pokazan u nekim
studijama starenja kod miSeva, zbog Cega se smatra da stres moZe da ubrza
procese starenja mozga (DeHaan i saradnici, 2003). Aktivnost GLR-a koja je bila
dodatno smanjena u kombinovanom stresu u odnosu na hronicni stres, iako je nivo
glukoze obnovljen, moZe da dovede do praZznjenja depoa redukovanog glutationa.
Ovo stanje se u literaturi povezuje sa pojavom depresije izazvane stresom kao i sa
kognitivnim poremecajima (Pal i Dandiya, 1994; Dean i saradnici, 2009). Sistem
Nrf2/Keap1l je imao isti obrazac promena kod kombinovano stresiranih Zivotinja
kao i kod akutno stresiranih Zivotinja, s tom razlikom $to nije doveo do smanjenja
ekspresije gena koji su njime regulisani. Dobijeni rezultati su nas naveli da
zaklju¢imo da hronic¢ni stres dovodi do trajnih i nepovratnih promena na nivou
antioksidativne zaStite u hipokampusu, pre svega do promene u aktivnosti
peroksidaznih enzima, katalaze i GPx-a (Slika 58), koji pod dejstvom naknadne
akutne imobilizacije nisu dostigli nivo opisan kod akutno stresiranih Zivotinja, ve¢
su se, sudeci po njihovoj enzimskoj aktivnosti, dalje pogorsSale u pravcu stvaranja
prooksidativnog stanja. Ove promene mogu izazvati akumulaciju peroksidovanih
produkata, pre svega lipida, glavnih konstituenata membrana neurona, kao i
inicijaciju proapoptotske signalizacije koja je ve¢ dokumentovana u ovoj mozdanoj

strukturi u naSim ranijim studijama (Djordjevic i saradnici, 2009). Dobijeni
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rezultati podrzavaju nalaze drugih autora (McEwen, 2008; Manoli i saradnici,
2007) da je hronicni stres mozda kljuc¢ni faktor koji ugrozava adaptivni odgovor

CNS-a, a posebno njegove limbicke strukture, hipokampusa.

5.3. Hronicna socijalna izolacija aktivira antioksidativnu zastitu

u prefrontalnom korteksu Wistar muzjaka

Prefrontalni korteks je moZzdana struktura, koja je pored hipokampusa,
uklju¢ena u regulaciju negativne povratne sprege HPA sistema a samim tim i
odgovora na stres koji je posredovan glukokortikoidima (Diorio i saradnici, 1993).
Uspesna adaptacija na stres podrazumeva sinergisticko delovanje glukokortikoida
i kateholamina na nekoliko nivoa CNS-a, i ukljucuje promene u PFC-u. Prefrontalni
region na $tetne efekte stresa (Arnsten, 2009). Cak i blagi stres moZe u kratkom
vremenu ugroziti funkcionisanje PFC-a, a izlaganje hroni¢cnom stresu moZe dovesti
i do strukturnih promena u ovom regionu mozga (Cerqueira i saradnici, 2007). Da
bismo utvrdili kako PFC reaguje na stresore koje smo koristili u nasoj studiji, kao i
da li se taj odgovor razlikuje u odnosu na odgovor u hipokampusu, pratili smo

promene istih parametara kao i u hipokampusu pod dejstvom odabranih stresora.

Kao Sto je ve¢ pomenuto, akutni stres, koji dovodi do poviSenog nivoa
kortikosterona, moze da izazove povecanu produkciju ROS-a u mozgu (McEwen,
2001), tako da ne iznenaduje Cinjenica da je i u PFC-u, kao i u hipokampusu,
izmeren povecan nivo MnSOD. Indukcija MnSOD-a predstavlja odbrambeni
mehanizam na prooksidativno stanje, sa ciljem da se ponovo uspostavi stanje
homeostaze (Greenlund i saradnici, 1995). Imaju¢i u vidu nase ranije rezultate
(Djordjevic i saradnici, 2009; Djordjevic i saradnici, 2010) koji su pokazali prelazak
GR-a iz citoplazme u jedra u obe mozdane strukture, i Cinjenicu da promotorski
region CuZnSOD gena sadrzi vezujue mesto za GR (Kim i saradnici, 1994),
zanimljivo je da nismo uocili statisticki znacajne promene u nivou CuZnSOD-a. Za
razliku od hipokampusa, gde su najupadljivije promene bile u peroksidaznim
enzimima, u PFC-u se nivo ovih enzima zadrZao na kontrolnom nivou. lako je

neuroprotektivna uloga SOD enzima pokazana u viSe studija (Keller i saradnici,
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1998; Greenlund i saradnici, 1995), vazno je napomenuti da se u celiji moZe
stvoriti prooksidativno stanje ukoliko njihova aktivnost nije sinhronizovana sa
aktivnoS¢u peroksidaznih enzima. Liu i saradnici (1996) su pokazali da
imobilizacija izaziva oksidativna oStecenja lipida, proteina i DNK u mozgu pacova,
kao i da su ta oStecenja najizraZenija u cerebralnom korteksu. Interesantno je da je,
kao i u hipokampusu, doslo do znacajnog porasta nivoa enzima GLR, ali da nismo
zapazili promene u njegovoj aktivnosti. Ovo se moZe objasniti ¢injenicom da u
uslovima akutnog stresa glukokortikoidi obezbeduju visok nivo glukoze u krvi tako
Sto blokiraju preuzimanje glukoze u perifernim tkivima (Munck, 1971) i mozZdanim
strukturama (Horner isaradnici, 1990; Virgin i saradnici, 1991), Sto za posledicu
moZe imati nedovoljne kolicine NADPH, supstrata za GLR (Suh i saradnici, 2007).
Na osnovu svih rezultata mozemo da zaklju¢imo da je za razliku od hipokampusa, u
PFC-u adaptivni odgovor na akutni stresor neadekvatan na nivou antioksidativne
zaStite. Kao Sto smo vec¢ rekli uloga Nrf2 u reakciji na stres podrazumeva vrlo brzu
aktivaciju ovog transkripcionog faktora tako da ne iznenaduje rezultat da Nrf2 veé
posle 15 min dostiZe najvisi nivo u jedru. Eksperimenti sa t-BHQ tretmanom su
pokazali da do akumulacije Nrf2 u jedru dolazi u roku od 15 minuta (Jain i
saradnici, 2005). O povecanoj jedarnoj aktivnosti ovog transkripcionog faktora
govori i povecana ekspresija gena glutationskog puta. Uloga Nrf2 u reakciji na stres
podrazumeva vrlo brzu aktivaciju ovog transkripcionog faktora, ali i njegovu brzu
inaktivaciju Sto su pokazali i nasi eksperimenti, gde je nakon 30 minuta nivo Nrf2 u
jedru smanjen i pracen porastom u citosolu. Aktivnost Nrf2 je sprecena
negativnom povratnom spregom preko ARE sekvenci smeStenih u promotorskim
regionima Cul3, Rbx1 i Keapl gena koji su deo kompleksa za transport u
citoplazmu i degradaciju proteina Nrf2 (Kaspar i Jaiswal, 2011; Lee i saradnici,
2007). Iako je nivo Keapl proteina smanjen i u citosolu i u jedru u uslovima
akutnog stresa, treba imati u vidu Cinjenicu da u Celiji postoji i Keap1l-nezavisna

regulacija Nrf2.
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U PFC-u hronic¢no stresiranih Zivotinja je za razliku od stanja koje je opisano
u hipokampusu, doSlo do aktiviranja antioksidativne zaStite. NaSa ranija
istraZivanja su pokazala povecani kapacitet oksidativne fosforilacije i
mitohondrijalne respiracije u PFC-u hroni¢no stresiranih Zivotinja (Adzic i
saradnici, 2009a). Povecana aktivnost MnSOD-a u mitohondrijama, kao i katalaze u

= hro?‘iéna \j citoplazma
:é E @ ) socijalna

izolacija

Katalaza T

kortikostero \1’

glukoza) PREFRONTALNI

KORTEKS

Slika 59. Shematski prikaz pracenih parametara u prefrontalnom korteksu, koji su bili promenjeni pod
uticajem hronicne socijalne izolacije (ilustrovala Ana Pordevic)

citosolu i peroksizomima moZe predstavljati protektivni odgovor na oksidativni
stres. Poznato je da su CuZnSOD i MnSOD visoko eksprimirane u neuronima,
medutim, ova dva enzima nisu koordinisano regulisana u odgovoru na razlic¢ite
vrste oksidanata ili citokina. Naime, indukcija CuZnSOD citokinima, oksidantima ili
interleukinima je manja u poredenju sa indukcijom MnSOD (Isoherranen i
saradnici, 1997). Ovo moZe biti jedan od razloga zasto u naSim eksperimentima
nije zapaZena promena u nivou CuZnSOD. Visok nivo MnSOD ima
neuroprotektivnu ulogu, smanjujuci apoptozu i ishemicna oStecenja mozga (Keller
i saradnici, 1998). Povecana aktivnost katalaze je izmerena i u drugim studijama
koje su ispitivale uticaj blagog hroni¢nog stresa (Lucca i saradnici, 2009) ili

hroni¢nog stresiranja bukom (Manikandan i saradnici, 2006). Promene u nivou
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GPx-a nisu izmerene, iako je u drugim studijama u uslovima blagog hroni¢nog
stresa izmerena smanjena aktivnost ovog enzima u frontalnom korteksu uz
povecanu lipidnu peroksidaciju (Eren i saradnici, 2007). Povecana lipidna
peroksidacija je primecena i u mozgu pacova hronicno stresiranih hladno¢om
(Kaushik i Kaur, 2003), ali je kod njih aktivnost GPx-a bila povecana. Znacajno
povecanje aktivnosti katalaze uz nepromenjen GPx moZe znaciti da je u ovoj
mozdanoj strukturi katalaza mnogo osetljivija od GPx-a na promene nivoa
peroksida, ili da ovaj tip stresora dovodi do oksidativnih promena pre svega u
neuronima a ne u gliji PFC-a, budu¢i da je za uklanjanje viSka H202 u neronima
zaduZena prvenstveno katalaza (Schad i saradnici, 2003), dok u glijalnim ¢elijama
tu funkciju vrsi GPx. Nivo enzima koji obezbeduje rezerve redukovanog glutationa,
GLR, je kao i u hipokampusu bio povecan ali bez promena u aktivnosti. Smanjene
rezerve glutationa se dovode u vezu sa pojavom depresivnih poremecaja. Brojne
studije na Zivotinjama su pokazale smanjen nivo glutationa u mozgu u uslovima
hroni¢nog stresa (Kaushik i Kaur, 2003). Interesantno je da, za razliku od
hipokampusa, u PFC-u nisu registrovane nikakve promene na nivou sistema
Nrf2/Keap1l. Razlic¢ita regulacija Nrf2 u uslovima hronicnog stresa moze biti jedna
od funkcionalnih razlika izmedu ove dve moZdane strukture kao i pokazatelj
razlicite osetljivosti ovih struktura na oksidativni stres. Nasa studija je pokazala da
hroni¢ni stres u razliCitom stepenu utice na redoks status i mehanizam

antioksidativne zaStite u hipokampusu i PFC-u pacova.

Sposobnost PFC-a hroni¢no stresiranih Zivotinja da normalno odgovori na
akutni stres, je testiran u naSoj studiji uz pomo¢ modela kombinovanog stresa.
Rezultati su pokazali da su nakon izlaganja kombinaciji stresora odgovori oba SOD
enzima bili skoro isti kao oni zapaZeni pod dejstvom akutne imobilizacije.
Medutim, svi drugi praceni parametri su bili drugacije izmenjeni pod dejstvom
kombinovanog stresa. Dok u odgovoru PFC-a kontrolnih Zivotinja na akutni stres
nije bilo promena u peroksidaznim enzimima, kod hroni¢no stresiranih Zivotinja
obe peroksidaze su bile izmenjene. Tako je GPx bila skoro dvostruko povecana, dok
je aktivnost katalaze bila smanjena. Ovakav rezultat govori u prilog scenariju da

kod hroni¢no stresiranih Zivotinja naknadni akutni stresor naruSava integritet

116
Bioloski fakultet Univerziteta u Beogradu



Doktorska disertacija Diskusija

neurona, a glijalne ¢elije preuzimaju glavnu odbrambenu ulogu. Ovo zapaZanje je u
skladu sa rezultatima naSih ranijih studija koje su pokazale proapoptotsku
signalizaciju praenu intenzivnijom fragmentacijom genomske DNK u ovim
uslovima (Djordjevic i saradnici, 2010) i oSteenjima membrane mitohondrija
(Adzic i saradnici, 2009b). Sistem Nrf2/Keap1 je pokazao isti obrazac promena kao
kod akutno stresiranih Zzivotinja, ali su geni regulisani ovim sistemom ostali
nepromenjeni. Svi nasi rezultati su ukazivali na to da je u kombinovanom stresu u

PFC-u izostao adaptivni antioksidativni odgovor.

U zakljucku, rezultati dobijeni u PFC-u su pokazali da hroni¢na socijalna
izolacija menja odgovor antioksidativnih enzima na naknadni akutni stresor, i to

pre svega na nivou peroksidaznih enzima.

5.4. Hronicna socijalna izolacija menja odgovor antioksidativne

zaStite na naknadni akutni stresor u jetri Wistar muzjaka

Kao Sto smo vec rekli izlaganje Zivotinja akutnoj imobilizaciji u trajanju od
30 minuta izazvalo je znacajno povecanje koncentracije serumskog kortikosterona
(Slika 27), i ovaj nalaz je bio u skladu sa zapaZanjima drugih autora (Dronjak i
saradnici, 2004; Sahin i Gumuslu, 2004). Kortikosteron predstavlja jedan od
glavnih regulatora glukoneogeneze (Friedman i saradnici, 1993), tako da je
njegovo povecanje u uslovima akutnog stresa dovelo i do porasta koncentracije
glukoze u krvi (Slika 28). Povecan nivo serumskog kortikosterona u uslovima
akutne imobilizacije je bio dovoljan da aktivira GR, ¢ije smo povecanje izmerili u
jetri (Slika 53). Ovaj nalaz je u saglasnosti sa “dogmom” o aktivaciji GR-a
steroidnim hormonima. Aktivnost glukokortikoidnih hormona zavisi od
konformacije GR-a koju reguliSu Hsp90 i Hsp70 proteini. Oni kontroliSu
unutarcelijsko kretanje receptora, njegovu stabilizaciju i transkripcionu aktivnost
(Kang i saradnici, 1999; Schneikert i saradnici, 2000). Nivo Hsp90 i Hsp70 proteina
je u uslovima akutnog stresa takode bio poviSen (Slika 54). Dronjak i saradnici
(2004) su izmerili i poviSen nivo kateholamina u uslovimama akutnog stresa, Sto je
i o¢ekivano, s obzirom da se signalizacija izazvana stresom koja je poreklom od IL-

1 citokina, javlja u ranijim vremenskim tackama nego signalizacija izazvana
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glukokortikoidima (Sapolsky i saradnici, 2000). Takode je poznato i da je IL-1
jedan od najpoznatijih aktivatora signalnog puta transkripcionog faktora NFkB
(Sternberg, 2006). Aktivacija NFkB nakon akutne imobilizacije, koju smo izmerili u
jetri (Slika 53), moZe se povezati i sa poviSenim nivoom kateholamina
(noradrenalina i adrenalina), jer je indukcija NFkB delimi¢no zavisna od

noradrenalina preko al- i f-adrenergickih receptora (Bierhaus i saradnici, 2003).

U uslovima akutnog stresa i poviSenog nivoa redoks senzitivnih
transkripcionih faktora GR-a i NFkB-a, izmeren je i poviSen nivo i aktivnost
antioksidativnih enzima SOD-a, katalaze i GPx-a (Tabela 4). Indukovani odgovor
GPx-a je najverovatnije posledica promene u produkciji lipidnih peroksida.
Povecana aktivnost GPx-a uz nepromenjenu aktivnost GLR-a moZe da vodi
pomeranju ravnoteze GSH/GSSG ka prooksidativnom stanju. PoviSen nivo
antioksidativnih enzima se javlja u uslovima poveéane produkcije ROS-a, pa se
nasa zapazanja slazu sa rezultatima dobijenim i u drugim laboratorijama (Davydov
i Shvets, 2001; Zaidi i saradnici, 2005; Liu i saradnici, 1994). Povec¢ana produkcija
ROS-a pracena indukcijom antioksidativnih enzima ukazuje da je detoksifikacija
superoksida i H202 najverovatnije efikasna u uslovima akutnog stresa, zbog cega
smo odgovor na akutnu imobilizaciju uzeli kao paradigmu uobicajenog odgovora

na stres u pogledu fizioloSkih i molekularnih parametara.

Nakon dugotrajne socijalne izolacije u trajanju od 21 dan, koncentracija
kortikosterona je bila smanjena u odnosu na koncentraciju izmerenu kod
kontrolne grupe. Ovo zapaZanje je bilo u skladu sa rezultatima drugih autora koji
su pokazali da izolacija dovodi do hipoaktivnosti HPA sistema (Sanchez i saradnici,
1998; Malkesman i saradnici, 2006). SniZena koncentracija kortikosterona je
dovela i do pada koncentracije glukoze u krvi. Kao posledica sniZenog
kortikosterona, liganda GR-a, aktivacija GR-a u jetri je izostala, dok je NFkB bio
poviSen. lako aktivacija NFkB moZe biti rezultat izmenjene signalizacije citokina,
verovatnije objaSnjenje je da izostanak represije od strane GR-a povecava nivo
ovog transkripcionog faktora (Sternberg, 2006, McKay i Cidlowsky, 1999). Takode,
poviSen nivo i aktivnost CuZnSOD-a, uz nepromenjenu aktivnost peroksidaznih

enzima, katalaze i GPx-a, moZe povecati produkciju H202, koji je poznati aktivator
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NFkB puta (Kobayashi i saradnici, 2008; Schmidt i saradnici, 1995). Aktiviran
NFKB povecava ekspresiju CuZnSOD-a, ¢ija aktivnost dovodi do akumulacije H20o,
koji dalje aktivira NFkB. Akumulirani H202 moZe biti odgovoran i za smanjen nivo
GLR-a, jer je u literaturi poznato da poviSena koncentracija H202 inhibira
ekspresiju ovog enzima (Gutierrez-Correa i Stoppani, 1997; Seo i saradnici, 2006).
Smanjena aktivnost GLR-a moZe takode biti posledica niskog nivoa glukoze, koja je
glavni pokretaC energetskog metabolizma i samim tim i produkcije NADPH i
redukovanog glutationa, glavnih supstrata GLR-a (Singh i saradnici, 2008;
Andreyev i saradnici, 2005). Glutation reduktaza je jedan od glavnih enzima
odgovornih za odrZavanje oksido-redukcione ravnoteZe u celijama, i nedostatak
ovog enzima je dokumentovan u razli¢itim patoloSkim stanjima (Loos i saradnici,
1976). Izostanak odgovora MnSOD i peroksidaznih enzima moZe biti posledica
smanjenog kortikosterona, s obzirom da je dokazano da prisustvo
glukokortikoidnih hormona utice na ekspresiju ovih proteina (Jose i saradnici,
1997). U uslovima hroni¢nog stresa u jetri se generiSe prooksidatvno stanje, kao
posledica nesinhronizovane aktivacije antioksidativnih enzima, koji kasnije
aktiviranjem redoks senzitivnog transkripcionog faktora NFkB ulazi u tzv.

‘zaCarani krug’.

Akutna imobilizacija kod izolovanih Zivotinja je takode izazvala viSestruko
povecanje koncentracije serumskog kortikosterona kao i glukoze u krvi. Povecanje
kortikosterona i glukoze je bilo joS intenzivnije u poredenju sa odgovorom
kontrolnih Zivotinja. Dronjak i saradnici (2004) su izmerili intenzivniji odgovor i
na nivou kateholamina u ovom modelu. Obrazac promena GR-a i NFkB-a u
kombinovanom stresu je bio slican kao u akutnom, ali je izostala reakcija
Saperonskog proteina Hsp90. Bududi da je optimalan stehiometrijski odnos izmedu
Saperona i GR-a neophodan za odgovarajucu aktivnost steroidnih hormona,
promena u odnosu Hsp-a i GR-a moZe dovesti do inaktivacije GR-a, inhibirajuci
njegovu interakciju sa GRE (Kang i saradnici, 1999). PoviSen nivo CuZnSOD i
katalaze, kao i njihove enzmske aktivnosti su omogucile detoksifikacionu kaskadu
povecane produkcije ROS-a. Medutim reakcija je izostala na nivou MnSOD i GPx

enzima, koji su kod kontrolnih Zivotinja bili indukovani akutnim stresorom.
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Interesantno je da je reakcija GPx-a izostala uprkos povecanju aktivnosti GLR-a
koja obezbeduje supstrat za GPx. Intenzivan odgovor GLR-a na akutni stresor, koji
je izostao kod kontrolnih Zivotinja, moze biti posledica povecane potrebe jetre da
se izbori sa naruSsenom oksido-redukcionom ravnoteZom koja je nastala u
uslovima hroni¢nog stresa i koja je dodatno pojacana naknadnim akutnim
stresorom. Uzimajuci u obzir sve navedene rezultate, moze se zakljuciti da uprkos
odrzanom odgovoru kortikosterona, glukoze i transkripcionih faktora, GR-a i
NFkB-a, u uslovima kombinovanog stresa, obnavljanje oksido-redukcione
ravnoteZze je samo delimi¢no, usled nepovratnih promena u aktivnosti nekih

antioksidativnih enzima, uspostavljenih u uslovima hroni¢nog stresa.

Ovi rezultati pruzaju jedno od objasSnjenja na koji nacin hronic¢ni
neuroendokrini tj. psihosocijalni stres moZe da dovede do oSte¢enja nekih organa
poput jetre (Bierhaus i saradnici, 2003). Promene u antioksidativnoj odbrani i
transkripcionim faktorima koje izaziva hronic¢ni stres mogu ugroziti funkciju jetre
ili pogorsati njeno stanje u ve¢ postoje¢im bolestima. Takode, ove promene treba
imati u vidu kod leCenja stresom izazvanih poremecaja, jer se vecina lekova koji se
koriste u leCenju ovih poremecaja aktivira u jetri (Mandrioli i saradnici, 2006).
Tako su naSa nedavna istraZivanja pokazala da fluoksetin, lek koji se koristi u
terapiji depresivnih poremecaja, kod pacova dovodi do inicijacije apoptotske
signalizacije u jetri, koja je verovatno posledica izmenjene redoks ravnoteZe

(Djordjevic i saradnici, 2011).
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Na osnovu analize dobijenih rezultata mogu se izvesti sledeci zakljucci:

¢ Hronicna socijalna izolacija menja ponaSanje Zivotinja, izazivaju¢i neke od

osnovnih karakteristika anksioznog i depresivnog ponasanja.

¢ Hronic¢na socijalna izolacija kod muzjaka pacova Wistar soja dovodi do
sniZavanja nivoa serumskog kortikosterona i koncentracije glukoze u krvi,
dok akutni stres imobilizacijom izaziva viSestruko povecanje ovih

parametara.

¢ U uslovima hroni¢nog stresa u jetri se generiSe prooksidativno stanje, kao
posledica nesinhronizovane aktivacije antioksidativnih enzima, koji kasnije
aktiviranjem redoks senzitivnog transkripcionog faktora NFkB ulazi u tzv.

‘zacarani krug’.

¢ Takode, hronicna socijalna izolacija modifikuje odgovor antioksidativne

odbrane u jetri na naknadni akutni stresor.

¢ Pad u aktivnosti GPx-a i smanjena jedarna aktivnost Nrf2 u hipokampusu u
uslovima hroni¢nog stresa ukazuju na smanjen antioksidativni kapacitet
ove mozdane strukture, Sto je Cini osetljivom na naknadna oksidativna

oStecenja.

¢ Za razliku od hipokampusa, u PFC-u hroni¢no izolovanih Zivotinja
aktivirana antioksidativna zaStita (povecana aktivnost MnSOD i katalaze)
ukazuje na povecane energetske zahteve i povec¢anu produkciju ROS-a u

ovoj strukturi.
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¢ Povecana ekspresija gena glutationskog sistema (Gclm i Gsta 3) u PFC-u
akutno stresiranih Zivotinja je posledica prolaznog povecanja nivoa Nrf2 u

jedrima.

¢ Odgovor na naknadni akutni stresor je izmenjen u odnosu na zdrave
Zivotinje u obe moZdane strukture, pre svega na nivou peroksidaznih

enzima.

¢ Razlicit antioksidativni odgovor u hipokampusu i PFC-u u odgovoru na
hronic¢ni stres moZe biti jedna od funkcionalnih razlika izmedu ove dve
moZdane strukture. Ona takode moZe ukazati i na razliku u njihovoj
osetljivosti na oksidativni stres. Ovakvi uslovi mogu ugroziti moguénost
interakcije i uspesSnog adaptivnog odgovora hipokampusa i PFC-a na stres,
Sto se ogleda i u izmenjenom ponaSanju Zivotinja, kao i u stvaranju

potencijalnih uslova za razvoj psihijatrijskih oboljenja izazvanih stresom.
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IIpuor 1.

H3jaBa 0 ayTopcTBY

INoTnucaHa JEJIEHA BOPBEBHUR
Opoj MHAEeKCca 10 060032

H3jaB/byjem
Ja je AOKTOPCKa AucepTanyja noj HacJioBOM
Yruuaj XpPOHUYHE coumjaaHe u3oJianyje Ha MeXaHHu3aM
AHTHOKCUJATHUBHE 3alITUTE V MO3IY U jeTpU Mykjaka manosa Wistar
coja

e pe3yJTaT CONCTBEHOT UCTPAKUBAYKOT paja,

e [a mpejJiOKeHA AMcCepTanyja y LeJUHU HM y JAeJIOBUMAa HHUje Guiia
npejJioKeHa 3a Jo0Wjarbe GWJIO KOje AUIJIOME NMpeMa CTYAHjCKHM

nporpamMuMa Apyrux BUCOKOIIKOJICKUX YCTAaHOBA,
e /1A Cy pe3yJITaTH KOPEKTHO HaBeJeHHU U

e Ja HHMCAM KpLIHO/JIa ayTOPCKAa NpaBa M KOPUCTHO HHTEJEKTya/IHy

CBOjUHY APYTUX JIMIA.

IloTniuc JOKTOpaH A

T Doyl —

7l 771

Y Beorpapay, ___24.09.2013
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IIpuor 2.

U3jaBa 0 MCTOBETHOCTM IITAaMIaHE M €eJIEKTPOHCKe Bep3uje
JOKTOPCKOT paja

MMe u npe3ume ayTopa JEJIEHA BOPBEBUR
Bpoj unpekca 10 060032

Ctyaujcku nporpam Mo ieKy/J1apHa 61M0J10TH]a

HacsioB paja __YTHLAj XpOHUYHE cOoLMja/IHe M30J1alMje Ha MeXaHW3aM
AHTUOKCUJATHBHE 3alITUTE V MO3IY U jeTpU MyKjaKa manoa Wistar
coja

MenTtop ap Mapwja Pagojuyuh u

aAp l'opaana Matuh

[Tornucana Jes1iena Bophesuh

U3jaB/byjeM fa je 1TaMIaHa Bep3Huja MOT JOKTOPCKOI paJa HMCTOBETHA
eJIeKTPOHCKOj Bep3WjU KOjy caM Ipejao/ja 3a o00jaB/bMBambe Ha MNOpTaLy
JururajiHor penosuTopyjyma Yausepsureray beorpaay.

Jlo3Bo/baBaM Ja ce ob6jaBe MOjU JIMYHH MOJALM Be3aHU 3a Jobujambe
aKaZleMCKOT 3Bama JIOKTOpa HayKa, Kao IITO Cy UMe U Npe3uMe, roJjiHa U MeCTO
pobewa u AaTyM o/ib6paHe paja.

OBM JIMYHM TMoOJalM MOry ce 00jaBUTH Ha MpEXHHUM CTpaHHUILlaMa
JUTruTalHe OUOJMOTEKe, Yy eJeKTPOHCKOM KaTajJory M y mybJukauujama
YuuBepsutera y beorpaay.

IloTiuc JOKTOpaHAa

Y Beorpapny, 24.09.2013.

J I
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IIpuor 3.

H3jaBa 0 kopumrhemwy

OaamhyjeM YHUBep3UTETCKy O6U6JMOTEKYy ,CBeTo3ap MapkoBuh“ ga y
JurutasHu penosuTopujyMm YHuBep3uTeTa y beorpajay yHece Mojy JOKTOPCKY
JyvcepTalyjy 1oJ HacJ0BOM:

YTuuaj XpOHUYHE conyjaaHe v3oJianuje Ha MEeXaHH3aM
AHTHOKCHUJAATHBHE 3aIIITUTE Y MO3IV U jeTpu MY:Kjaka nmamoBa Wistar coja

KOja je Moje ayTOpPCKO JieJio.

JvcepTanujy ca CBUM MpuUJO3MMa MpeJao/na caM y eJeKTPOHCKOM
dopMaTy norogHOM 3a TPajHO apXHUBUPAIbE.

Mojy [OKTOpCKYy AucepTalujy noxpaweHy y /JUruTajiHu peno3uTOPUjyM
YHuBep3uTeta y bBeorpasy Mory pAa KoOpucTe CBU KOjU MOLITYjy ojapende
caZip>kaHe y ogabpaHoM Ttuny auneHne KpeatuBHe 3ajegHune (Creative
Commons) 3a Kojy caM ce oAJ1y4ro/na.

1. AytopcTBoO

2. AyTOpCTBO - HEKOMEPILMjaJIHO

3. AyTopcTBO - HEKOMepIiMjaJHO — 6e3 npepa/jie

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLUjaJIHO — AEJUTH MO UCTUM YCJI0BUMA
5. AytopcTBO - 6e3 npepajie

6. AyTOpCTBO — JEJIMTH N0/, UCTUM YCJI0BUMA

(MosiuMO fAa 3a0KpYXHUTe caMO je[JHy OJi LIecT MOHYyheHUX JIMLEeHLH,
KpaTak OMUC JIMIEHLU AaT je Ha noJiehuHU JiucTa).

IloTnuc JOKTOpaHAA
Y Beorpaagy, __24.09.2013.

7777 ¢
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1. AytopcTBo - /lo3BoJ/baBaTe YMHOKaBake, JUCTPUOYLIHjy U jaBHO caollITaBamwe Jesa, U
npepajie, ako ce HaBeJle UMe ayTopa Ha HAuMH oJpeheH o/ cTpaHe ayTopa WJH JlaBaola
JIMIeHIIe, YaK U Y KoMepIidjasHe cBpxe. OBO je Hajc10604HUja O/ CBUX JIMLIEHIIH.

2. AyTopcTBO - HeKoMepuujajHoO. /lo3Bo/baBaTe yMHOXaBawe, JUCTPUOYLUjY U jaBHO
caomnuiTaBame JeJa, ¥ Ipepajie, ako ce HaBeJie MMe ayTopa Ha HauMH oJipeheH oJ cTpaHe
ayTopa WM AaBaola JiuleHne. OBa JiMLeHl]a He [03BOJ/baBa KOMepILUjalHy ynoTpeoy
JeJa.

3. AyTopcTBO - HekoMepuujaJHO - 06e3 mpepaje. /Jlo3Bo/baBaTe YMHOXKABalbe,
JUCTPUOYIUjY U jaBHO CAOTIITaBabe Jiesia, 6e3 MpoMeHa, MPeo6JIMKOBakha UM YIIoTpebe
Jlesia y CBOM JieJly, aKo Ce HaBeJie UMe ayTopa Ha HAa4MH oApeheH oJf cTpaHe ayTopa WU
JlaBaola JuleHle. OBa JMLeHLa He 03BO/baBa KOMepLHjalHy ynoTpeby Aesa. Y ogHoCy
Ha CBe ocCTajle JIMLEHLle, OBOM JIMLEHLOM ce orpaHuMyaBa Hajsehu o6uM npaBa
Kopulithemwa ageJa.

4. AyTOpCTBO - HEKOMepLMjaJHO - [JeJUTH I0J WUCTUM ycaoBuMa. Jlo3BoJsbaBaTe
YMHOXaBake, JUCTPUOYLIUjY U jaBHO CAOMNILTaBake Jiesia, U [pepajie, ako ce HaBeJie UMe
ayTopa Ha HayuH oApeheH of cTpaHe ayTopa WM AaBaola JIMLEHIe U aKo ce mpepaja
JUCTpUOyupa I0J MCTOM HJMW CJAAYHOM JinneHLoM. OBa JiMIleHLa He J[03B0/baBa
KOMepLHja/IHy YIIOoTpeoy Jesa U ipepaja.

5. AyrtopctBo - 6e3 mpepaje. /lo3Bo/baBaTe yMHOXaBake, AUCTPUOYIU]Y U jaBHO
caomiITaBame Jiesa, 6e3 NpoMeHa, MPeobJIMKOBakba UK YIIOTpebe Jlesia y CBOM ey, aKo
ce HaBeJie Me ayTopa Ha Ha4MH oJZipeheH o/ cTpaHe ayTopa WJIM JaBaolia JuieHie. OBa
JIMLIEHIIAa 103B0JbaBa KOMEPIHjaIHy yHOTpeOy Jea.

6. AyTOpPCTBO - JIeJIUTH 110/i UCTUM yCI0BUMaA. [[03BO/baBaTe YMHOXKaBae, JUCTPUBYIH]Y
Y jaBHO CAOMIITaBakbe Jiesa, U pepajie, aKo Cce HaBeJle UMe ayTopa Ha HauYuH oApeheH o/
CTpaHe ayTopa WJIM JlaBaolia JIIEHIe U aKO Ce Mpepajia AUCTPUOYyUpa MOJ UCTOM HJIH
CIMYHOM JinLeHI[oM. OBa JIMI[eHIIa 103B0J/baBa KOMePIHjaIHy YIOTpeby /esa U mpepaja.
Ciiv4yHa je copTBEPCKUM JIMIEHIIAMa, OZJHOCHO JIMIleHI[aMa OTBOPEHOT Ko/ia.
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