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Uticaj magnezijuma na ponasanje, neuroendokrine i promene na miokardu uzrokovane
hiperaktivno$éu osovine hipotalamus-hipofiza-nadbubreg kod pacova

Sazetak

Depresija pogada 322 miliona ljudi u svetu i jedan od neurobioloskih mehanizama Koji
doprinosi manifestaciji je hiperaktivnost ose hipotalamus-hipofiza-nadbubreg (HPA). Rizik za
nastanak kardiovaskularnih oboljenja je dvostruko povisen kod depresivnih osoba. Poznato je da
deficit magnezijuma (Mg) moze indukovati hiperaktivnost HPA ose. Cilj istrazivanja bio je da se u
modelu depresije rezistentne na tricikli¢ne antidepresive, indukovane ACTH tretmanom (10 ug/dan,
21 dan) ispitaju bihejvioralni efekti primene Mg (300 mg magnezijuma/L vode za pice, 28 dana) i
uticaj na parametre HPA osovine i neurogeneze kod pacova. Drugi cilj bio je da se ispitaju
kardioprotektivni efekti Mg i uticaj na proliferaciju kardiomiocita. Treci cilj bio je da se odrede in
vitro efekti ACTH u trodimenzionalnom modelu sferoida humanih kardiomiocita. Rezultati
istrazivanja su pokazali da je u modelu depresije rezistentne na triciklicne antidepresive Mg ostvario
anksioliti¢ki i antidepresivni efekat kod muzjaka Wistar pacova. Mg je suprimirao hiperaktivnost
HPA ose, §to se manifestovalo smanjenjem nivoa kortikosterona i IL- 6 u plazmi. Pored toga, Mg je
delovao inhibitorno na proliferaciju fibroblasta i endotelnih ¢elija, ali i deponovanje endomizijalnog
kolagena u srcu, indukovanih ACTH tretmanom. Takode, ACTH i Mg su delovali stimulatorno na
proliferaciju kardiomiocita. U in vitro modelu, visoka koncentracija ACTH nije uticala na apoptozu,
ali je indukovala porast ATP u kardiomiocitima. Rezultati ukazuju da antidepresivni efekat Mg
nastupa zahvaljujuéi supresiji hiperaktivnosti HPA ose i stimulaciji neurogeneze. Magnezijum deluje i
kardioprotektivno i inhibira razvoj fibroze miokarda, indukovane primenom ACTH. U modelu
sferoida, visoka koncentracija ACTH izaziva hipertrofiju kardiomiocita.

Kljucne reci: magnezijum, adrenokortikotropni hormon, depresivni poremecaj, HPA osovina,
neurogeneza, model hiperaktivnosti HPA osovine/depresivnog ponasanja, depresija rezistentna na
terapiju, fibroza miokarda, proliferacija kardiomiocita, model sferoida

Naucna oblast: Farmakologija

UZa naucna oblast: Neurofarmakologija i Farmakologija kardiovaskularnog sistema



Effects of magnesium on behavior, neuroendocrine and changes in myocardium induced by
hyperactivity of the hypothalamic-pituitary-adrenal axis in rats

Abstract

Depression affects 322 million people worldwide and one of the underlying neurobiological
mechanisms involves hyperactivity of the hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis. People who
suffer from depression show a two-fold increased risk of cardiovascular disease. Studies have
shown that magnesium deficiency can provoke HPA axis hyperactivity. The aim of our research
was to examine the effects of Mg treatment (300 mg/L, 28 days) on behavioral changes and
parameters of HPA axis and neurogenesis in rats, in a model of depressive-like behavior induced by
chronic administration of adrenocorticotropic hormone (10 pg/day, 21 days) and resistant to
tricyclic antidepressants. Our second aim was to explore cardioprotective effects of Mg, as well as
changes in cardiomyocyte proliferation. The third aim was to investigate in vitro effects of ACTH
exposure on human cardiomyocytes in a 3D model of spheroids. Results have shown that Mg exerts
anxiolytic and antidepressant effects in male Wistar rats, in a model of depressive-like behavior
resistant to tricyclic antidepressants. Furthermore, Mg supressed proliferation of fibroblasts and
endothelial cells and endomysial collagen deposition evoked by ACTH treatment. ACTH and Mg
treatment promoted cardiomyocyte proliferation. In our in vitro model, exposure to high ACTH
concentration did not alter level of cardiomyocyte apoptosis, however, an increase in ATP was
observed. Mg exerts anxiolytic- and antidepressant-like effects and possible underpinning
mechanisms involve attenuated HPA axis hyperactivity and increase in neurogenesis. Moreover, Mg
attenuates ACTH-evoked cardiac fibrosis in rats, whereas in vitro exposure to high concentrations of
ACTH induces changes that potentially reflect cardiomyocyte hypertrophy.

Keywords: magnesium, adrenocorticotropic hormone, depressive disorder, HPA axis,
neurogenesis, model of HPA axis hyperactivity/depressive behavior, treatment resistant depression,
cardiac fibrosis, cardiomyocyte proliferation, spheroid model

Scientific field: Pharmacology

Specific scientific field: Neuropharmacology and Cardiovascular pharmacology
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1. UVOD

1.1. Magnezijum

1.1.1. Magnezijum- homeostaza i fizioloSke uloge

Magnezijum (Mg) je esencijalni element, drugi po zastupljenosti intracelularni katjon u
humanom organizmu. Pripada grupi zemno-alkalnih metala i neophodan je za o¢uvanje zdravlja,
pre svega nervnog, koStano-misi¢nog i kardiovaskularnog sistema (Fawcett i sar., 1999; de Baaij i
sar., 2015). U sastav humanog organizma ulazi prose¢no 24 g magnezijuma i najve¢im delom
lokalizovan je intracelularno, dok se svega 1% nalazi ekstracelularno (Reddy i sar., 2018).
Magnezijum je pretezno zastupljen u kostima (53%), zatim miSi¢ima (27%) i mekim tkivima
(19%). U serumu se nalazi priblizno 0,3% od ukupne koli¢ine magnezijuma u organizmu i postoje
tri oblika: jonizovani (60%), vezan za proteine plazme (30%), pretezno albumin, i u obliku
kompleksa koje gradi sa anjonima poput citrata i fosfata (10%). Koncentracija magnezijuma u
serumu zdravih osoba iznosi 0,75-0,95 mmol/L i odrzava se zahvaljuju¢i ravnotezi izmedu
intestinalne apsorpcije, ekskrecije putem bubrega, kao i mobilizacije po potrebi, iz najveceg depoa u
organizmu- kostiju (Reddy i sar., 2018).

Dnevni dijetarni unos Neto preuzimanje

360 mg | 100 mg
KRV
A = _ DRUGATKIVA
¢ ¢ ~4900mg
v 7’ W\
= | “\ ".\.
) l .L-. \\\"'\‘
| \ 5
J \ | L. KOSTI
\| ~12900mg
GIT BUBREZI MISICI
Apsorpija: 120 mg Filtracija: 2400 mg .
Sekrecija: 20 mg Reapsorpcija: 2300 mg 6600 mg
Izluc¢ivanje putemfecesa Urinarna ekskrecija
260 mg R 100 mg

Slika 1. Homeostaza magnezijuma u organizmu: dnevni dijetarni unos, intestinalna apsorpcija, tkivna
distribucija i eliminacija (preuzeto iz reference de Baaij i sar., 2012).

Apsorpcija magnezijuma se odvija u distalnom jejunumu, ileumu i kolonu, varira i iznosi
priblizno 30-50% od unete koli¢ine. Medutim, u uslovima smanjenog unosa moze da se poveca i
dostigne 80% (de Baaij i sar., 2012). Naime, kod sisara, u gastrointestinalnom traktu postoje dva
puta apsorpcije: paracelularni (na ovaj nacin se transportuje 80-90% magnezijuma) i transcelularni
put. Paracelularni transport se odvija pasivnim mehanizmom i podrazumeva prolazak magnezijuma
izmedu susednih epitelnih celija (de Baaij i sar., 2012). Transcelularni transport se odvija
zahvaljuju¢i kanalima za magnezijum - TRPM6 i TRPM7 (eng. transient receptor potential channel
melastatin member 6 and 7), koji su prisutni na luminalnoj membrani enterocita. Protein TRPM7
pokazuje ubikvitarnu ekspresiju, dok je TRPM6 otkriven u distalnim delovima tankog creva i u
kolonu. Do danas, nisu identifikovani proteini odgovorni za aktivni transport magnezijuma preko
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bazolateralne membrane enterocita, medutim, pretpostavlja se da zavisi od gradijenta koncentracije
za jon natrijuma, kao i aktivnosti Na'/K*-ATPaze na toj membrani. Pokazano je da apsorpciju
magnezijuma u gastrointestinalnom traktu reguliSe vitamin D3 hormon delujuci stimulatorno.
Shodno tome, pacijenti koji pate od hroniéne bubrezne insuficijencije Cesto imaju snizene
koncentracije vitamin Dz hormona i prate¢u hipomagnezemiju (de Baaij i sar., 2012).
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Slika 2. Shematski prikaz intestinalne apsorpcije magnezijuma, ukljucujuci transcelularni i
paracelularni transport. Paracelularni mehanizam podrazumeva prolazak magnezijuma izmedu susednih
enterocita, najverovatnije posredstvom klaudina. U transcelularni transport su ukljuc¢eni proteini TRPM6 i
TRPM7 (eng. transient receptor potential channel melastatin member 6 and 7), detektovani na apikalnoj
membrani enterocita. Nisu identifikovani proteini koji u¢estvuju u transportu magnezijuma na bazolateralnoj
strani, medutim, smatra se da ovo kretanje zavisi od rada natrijum-kalijumove pumpe (preuzeto iz reference
de Baaij i sar., 2012).

Pored intestinalne apsorpcije, faktor koji znacajno uti¢e na koncentraciju magnezijuma u
serumu je metabolizam u kostima. Naime, magnezijum se vezuje za povrsSinu kristala
hidroksiapatita u kostima, povecava rastvorljivost fosfata i kalcijuma u njima i na taj na¢in uti¢e na
formiranje i veli¢inu kristala, samim tim i na gustinu i snagu kostiju. U stanju deficijencije,
priblizno 30% magnezijuma deponovanog u kostima moze da se mobiliSe 1 prede iz kostiju u krv
(de Baaij i sar., 2015; Reddy i sar., 2018). Pored toga, magnezijum je jedan od faktora koji indukuju
proliferaciju osteoblasta i inhibiraju oslobadanje proinflamatornih molekula, poput interleukina
(IL)-1p, faktora nekroze tumora a (eng. tumor necrosis factor, TNF-a) i supstance P, koji stimulisu
aktivaciju osteoklasta. Samim tim, hipomagnezemija se dovodi u vezu sa poviSenim rizikom od
razvoja osteoporoze (de Baaij i sar., 2015). Tre¢i faktor koji ucestvuje u odrzavanju homeostaze
magnezijuma je bubrezna ekskrecija. U bubreznim glomerulima dnevno se filtrira priblizno 2400
mg magnezijuma i potom se 90-95% reapsorbuje duz nefrona, tako da se urinom izlu¢i oko 100 mg
ovog jona. Reapsorpcija u bubrezima se najve¢im delom odvija u debelom uzlaznom kraku
Henleove petlje (70%), dok se u proksimalnom tubulu reapsorbuje svega 10-25% i u distalnom
tubulu oko 10% filtriranog magnezijuma. U ascendentnom delu Henleove petlje magnezijum se
reapsorbuje paracelularnim putem, pasivnim mehanizmom, zahvaljujuéi prisustvu proteina klaudina
16 1 19 koji formiraju tesne veze selektivno propustljive za odredene katjone. Na kraju, u distalnom
izuvijanom tubulu reapsorpcija se odvija transcelularnim putem i kljuénu ulogu u ovom procesu
ostvaruju TRPM6 kanali za magnezijum lokalizovani na apikalnoj membrani. Epidermalni faktor
rasta (eng. epidermal growth factor, EGF), insulin i estrogeni poveéavaju membransku ekspresiju,
kao i1 aktivnost TRPM6 kanala u distalnom tubulu i na taj nadin stimuliSu reapsorpciju
magnezijuma. Pored toga, kao faktori koji ucestvuju u regulaciji renalne ekskrecije ovog



bioelementa navode se ekstracelularna pH, ATP, oksidativni stres i sam jon magnezijuma (de Baaij
i sar., 2015).

U humanom organizmu magnezijum je bioelement neophodan za odvijanje velikog broja
¢elijskih, biohemijskih procesa i kao kofaktor od esencijalnog je znacaja za aktivnost preko 600
enzima. U navedene enzime ubrajaju se Na'/K'-ATPaza, adenilat ciklaza, aldolaza, fosfoglicerat
kinaza, piruvat kinaza, heksokinaza, kreatin kinaza, fosfofruktokinaza, DNK i RNK polimeraze i
mnogi drugi (Grober i sar., 2015). Magnezijum je znacajan faktor u kontroli ¢elijske proliferacije.
Naime, ovaj bioelement ucestvuje u procesima DNK replikacije i reparacije, RNK transkripcije,
sinteze aminokiselina i proteina, kao i u aerobnoj i anaerobnoj produkciji energije. Magnezijum je
esencijalna komponenta i ucestvuje u stabilizaciji tercijarnih struktura DNK i RNK vezivanjem
negativno naelektrisanih molekula azota i kiseonika unutar polinukleotidnih lanaca. Pored toga,
vezuje se za manji zleb DNK molekula i na taj nacin ispoljava protektivni efekat, ¢ine¢i DNK lanac
manje dostupnim slobodnim radikalima kiseonika (de Baaij i sar., 2015). Magnezijum ispoljava
jednu od klju¢nih uloga u kontroli transmembranskog transporta jona - kalcijuma, natrijuma i
kalijuma, 1 od fizioloSkog je znaCaja za prenos akcionog potencijala, oslobadanje neurotransmitera,
misSi¢nu kontrakciju/relaksaciju, vazomotorni tonus i sréani ritam (Fawcett i1 sar., 1999; de Baaij 1
sar., 2015; Grober i sar., 2015). Smatra se da u mnogim procesima magnezijum ima svojstva
prirodnog antagoniste kalcijuma. U kardiovaskularnom sistemu modulacijom kalijumovih i
inhibicijom kalcijumovih voltazno-zavisnih kanala, T-tipa (eng. transient-type, T-type) i L-tipa
(eng. long-lasting type, L-type), magnezijum ispoljava protektivna, antiaritmijska svojstva i utie na
ekscitabilnost kardiomiocita (Williams i sar., 1997; Mubagwa i sar., 2007). Takode, jedan je od
faktora koji deluju inhibitorno na aktivaciju i agregaciju trombocita, dok, sa druge strane, pospesuje
stvaranje azot monoksida (NO) i njime posredovanu vazodilataciju (Severino i sar., 2019). U
centralnom nervnom sistemu (CNS) magnezijum umanjuje ekscitaciju neurona s obzirom da
ispoljava ulogu negativnog alosternog modulatora glutamatnih N-metil-D-aspartat (NMDA)
receptora. Naime, NMDA receptori su jonotropni receptori, selektivno propustljivi za jone
kalcijuma i natrijuma, i ekstracelularni magnezijum blokira njihov kanal kada se ¢elija nalazi u
stanju mirovanja (potencijal membrane u mirovanju) (de Baaij i sar., 2015; Severino i sar., 2019).
Pomenuti efekat magnezijuma, odnosno blokada kanala NMDA receptora, prestaje pri
depolarizaciji ¢elije. Transmisija posredstvom NMDA receptora odgovorna je za plasti¢nost sinapsi,
i stoga ima ulogu u u¢enju i paméenju (Serita i sar., 2019).

Poslednjih decenija NMDA receptori su dospeli u fokus istraZivanja, nakon otkri¢a da
njihov nekompetitivni antagonista ketamin ispoljava antidepresivni efekat svega nekoliko sati
nakon primene kod pacijenata kod kojih je prethodno ustanovljena depresija rezistentna na terapiju
(eng. treatment resistant depression, TRD) (Berman i sar., 2000). Usledile su brojne preklinic¢ke i
klini¢ke studije koje su potvrdile efikasnost, kao 1 opravdanost primene ketamina kod osoba koje
boluju od TRD i/ili pokazuju suicidalne misli i ideje (Zarate i sar., 2006; Diazgranados i sar., 2010;
Zarate i sar., 2012; Murrough i sar., 2013; Chen i sar., 2019). Prihvacena je hipoteza, po kojoj
molekulski supstrat za antidepresivni efekat predstavlja blokada NMDA receptora prisutnih na
GABAergickim neuronima u prefrontalnom korteksu (eng. prefrontal cortex, PFC). Kao posledica
ove blokade inhibitornih neurona, prestaje inhibicija piramidnih neurona, povecava se oslobadanje
glutamata, kao i signalizacija posredstvom njegovih AMPA receptora (receptor a-amino-3-hidroksi-
5-metil-4-izoksazolpropionske kiseline), §to dovodi do porasta dugotrajne potencijacije (eng. long-
term potentiation, LTP) i omoguéava sinapticku plasticnost (Abdallah i sar., 2016).
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Slika 3. Shematski prikaz N-metil-D-aspartat (NMDA) glutamatergickih receptora. U sastav NMDA
receptorskog kompleksa ulaze tri razli¢ite subjedinice: NRI1-3. Funkcionalni NMDA receptori su
heterotetrameri i sadrze vezujuce mesto za glutamat, za ko-agonistu: serin ili glicin, kao i odvojeno cink
(Zn*") vezujuée mesto na proteinskom kompleksu. Pri mirovnom potencijalu membrane, magnezijum
(Mg*), kao negativni alosterni modulator, blokira poru kanala NMDA receptora. Prilikom depolarizacije i
aktivacije NMDA receptora, blokada posredovana ekstracelularnim jonima magnezijuma prestaje i kalcijum
(Ca®") ulazi u ¢eliju. Farmakologki aktivne supstance (memantin, amantadin, eliprodil, dizocilpin ili MK-
801) ukljucujuci i molekule sa antidepresivnim svojstvima, poput ketamina, ostvaruju efekte posredstvom
NMDA receptora (preuzeto iz reference: Réus i sar., 2016).

1.1.2. Magnezijum i ishrana

Poslednjih decenija raste broj studija koje upucuju na smanjen unos magnezijuma u odnosu na
preporuceni, kod znacajnog procenta populacije Evrope i Sjedinjenih Americ¢kih Drzava. Faktori
koji tome doprinose su kisele kiSe koje dovode do promena u sastavu zemljista i Smanjene
zastupljenosti magnezijuma u lancu ishrane, kao i savremeni procesi koji se primenjuju prilikom
obrade namirnica, narocito zitarica, i uzrokuju znacajan gubitak magnezijuma (80-90%) (Fawcett i
sar., 1999; de Baaij i sar., 2015; Grober i sar., 2015). Sa druge strane, namirnice koje odlikuje visok
sadrzaj magnezijuma Su: zeleno lisnato povrce (brokoli, kelj, spana¢), celo zrno zitarica, crna
Cokolada, seme bundeve, soja, kikiriki, badem, indijski orah i avokado. Takode, mineralna voda
bogata magnezijumom predstavlja jedan od glavnih izvora ovog bioelementa (Grober i sar., 2015).

Na zahtev Evropske komisije, na panel diskusiji o dijetetskim proizvodima, ishrani i alergijama,

odrzanoj 2015. godine, uspostavljene su referentne vrednosti za preporuen dnevni unos
magnezijuma (Tabela I) (EFSA, 2015).

Tabela I. Referentne vrednosti za adekvatan dnevni unos magnezijuma.

Godine Prepovruéen‘ dnevni unos magnezijuma Smg/dan)
Muskarci Zene
7-11 meseci 80 80
1-3 godine 170 170
3-10 godina 230 230
10-18 godina 300 250
> 18 godina 350 300

Preuzeto iz: EFSA Panel on Dietetic Products, Nutrition and Allergies, 2015.



1.1.3. Odredivanje nivoa magnezijuma, hipomagnezemija i hipermagnezemija

Odredivanje koncentracije magnezijuma u serumu predstavlja najdostupniju metodu koja se
danas rutinski primenjuje u cilju procene statusa Mg u organizmu. Analiza nivoa magnezijuma u
serumu podrazumeva primenu jedne od metoda: fotometrije, fluorimetrije, plamene emisione
spektroskopije i atomske apsorpcione spektrometrije kao referentne metode (Reddy i sar., 2018).
Kori$¢enje uzoraka seruma ima prednost u odnosu na plazmu, jer in vitro antikoagulansi koji se
koriste u klinickoj praksi potencijalno interferiraju sa rezultatima analize. Primera radi, citrati
vezuju jone Ca, ali istovremeno i Mg, i sa njima grade komplekse, S$to utiCe na ishod
fluorimetrijskih i kolorimetrijskih procedura. Pored toga, interferencije pokazuju i hemoliza,
bilirubin, lipemija, kao i visok nivo fosfata u krvi. Medutim, nivo magnezijuma u serumu/plazmi ne
reflektuje uvek deficit Mg u organizmu. Klinicke studije su pokazale da je kod odredenih
subpopulacija pacijenata, uklju¢ujuéi osobe koje pate od dijabetesa, hronicnog alkoholizma ili
sindroma malapsorpcije intracelularna koncentracija Mg znacajno smanjena, dok je nivo Mg u
serumu u okviru fizioloskog opsega (Rude, 1993; Nadler i Rude, 1995). Shodno tome, smatra se da
koncentracija ovog bioelementa u serumu/plazmi nije adekvatan pokazatelj statusa Mg u organizmu
I U velikom broju slu¢ajeva deficijencija ostaje nedijagnostikovana. Ispitivanja su sprovedena u cilju
utvrdivanja potencijalne koristi od odredivanja nivoa Mg u drugim bioloskim uzorcima. Primenom
nuklearne magnetne rezonance i fluorescentne metode izvrSena je analiza koncentracije slobodnog
magnezijuma u eritrocitima, limfocitima i trombocitima (Rude, 1993; Nadler i Rude, 1995). S
obzirom da je u misi¢ima prisutno blizu 30% ukupnog Mg, nekoliko studija je obuhvatilo pracenje
nivoa intracelularnog Mg u skeletnim misi¢énim ¢éelijama. Pokazano je da je kod kardiovaskularnih
pacijenata podvrgnutih operaciji na srcu nivo Mg u skeletnim misi¢ima bolji prediktor koncentracije
Mg u miokardu, u odnosu na nivo Mg u limfocitima ili serumu (Moller i sar., 1991). Medutim,
opisane procedure su invazivne i/ili skupe, zahtevaju odgovarajucu ekspertizu, i prema dostupnim
literaturnim podacima njihova primena i odredivanje intracelularne koncentracije Mg nisu
opravdani u cilju rutinske procene statusa Mg u organizmu.

Hipomagnezemija predstavlja stanje koje karakteriSe serumska koncentracija magnezijuma
manja od 0,75 mmol/L. Etioloski faktori i/ili stanja koja dovode do razvoja hipomagnezemije
obuhvataju:

» smanjen unos (nutritivni disbalans, totalna parenteralna ishrana, alkoholizam);
» gastrointestinalnu malapsorpciju (ulcerozni kolitis, Kronova bolest);

» povecan gubitak putem gastrointestinalnog trakta (povracanje, dijareja, primena laksativa)
ili bubrega (kongenitalni 1 steceni defekti tubula, glomerulonefritis, pijelonefritis, bubrezna
insuficijencija, dijabetes);

» srcanu insuficijenciju, insulinsku rezistenciju, pankreatitis, akutna i hroni¢na oboljenja jetre,
metabolicku acidozu, maligna oboljenja;

» nezeljene efekte koji se javljaju tokom primene odredenih lekova, ukljucujuéi: inhibitore
protonske pumpe, aminoglikozide, diuretike, agoniste beta receptora, digoksin, ciklosporin,
cisplatin, foskarnet, takrolimus, kao i

» stanja koja prate povecane potrebe organizma (tokom perioda rasta, trudnoce)
(DiNicolantonio i sar., 2018; Reddy i sar., 2018).

U jednoj studiji je primeceno da je na odeljenju intenzivne nege kod 65% pacijenata prisutna
hipomagnezemija (Ryzen, 1989). Vormann (2003) isti¢e da incidenca pojave hipomagnezemije u
opstoj populaciji varira izmedu 5% i 8%, dok kod mladih Zena, starosti 18-22 god. incidenca dostize



20%. Povrh toga, neophodno je razmotriti rezultate jednog opseznog istrazivanja, koje je obuhvatilo
viSe od 16 000 ispitanika u Nemackoj, i ukazuje da prevalenca hipomagnezemije u opstoj populaciji
iznosi 14,5% (Schimatschek i Rempis, 2001). Patofizioloske posledice hipomagnezemije ukljucuju:
hipokalcemiju, koja se manifestuje porastom neuromi$i¢éne nadrazljivosti; smanjenu aktivnost
Na'/K*-ATPaze, praéenu hipokalemijom i energetski deficit u ¢elijama. Klini¢ki simptomi i znaci
hipomagnezemije variraju u zavisnosti od stepena deficijencije. Rani, nespecifi¢ni pokazatelji su
ataksija, fotosenzitivnost, gubitak apetita, hiperrefleksija, iritabilnost, letargija, bol ili hiperalgezija,
tinitus, vertigo, umor i slabost miSi¢a. Ako je prisutna veoma izrazena deficijencija ovog
bioelementa u organizmu, mogu se javiti anksioznost, glavobolja, agitacija, tremor, misi¢ni spazam,
parestezija, tetanija, konvulzije i aritmije (tahikardija, ventrikularne ekstrasistole, torsades de
pointes) (Fawcett i sar., 1999; Gréber i sar., 2015; DiNicolantonio i sar., 2018; Reddy i sar., 2018).

Intoksikacija magnezijumom i hipermagnezemija, kao posledica, se veoma retko sre¢u u
klinickoj praksi, i to prevashodno kod pacijenata koje pate od hroni¢ne bubrezne insuficijencije
(Grober 1 sar., 2015). Hipermagnezemija se definise kao stanje koje odlikuje porast koncentracije
magnezijuma u serumu iznad 1,1 mmol/L i pracena je mucninom, povracanjem, letargijom,
misi¢énom slabosc¢u, bradikardijom, glavoboljom i crvenilom (Reddy i sar., 2018).

U literaturi postoje preporuke koje se mogu razmatrati prilikom odredivanja serumskog
nivoa jonskog magnezijuma:

» koncentracija Mg u serumu <0,82 mmol/L i urinarna ekskrecija koja iznosi 40-80 mg
magnezijuma/dan, nedvosmisleno ukazuju na deficijenciju ovog bioelementa u organizmu
(Costello i sar., 2016);

> jedna grupa eksperata savetuje uvodenje suplementacije magnezijumom ako je
koncentracija ovog katjona u serumu <0,9 mmol/L i pacijent ispoljava simptome
deficijencije Mg; sa druge strane, preporuka je da se uvede Mg suplementacija i u odsustvu
simptoma, ako je nivo magnezijuma u serumu <0,8 mmol/L (Liebscher i Liebscher, 2004);

» koncentracija Mg u serumu >0,95 mmol/L upuéuje na poviSen rizik ili potencijalno
prisustvo hipermagnezemije, prema grupi autora (DiNicolantonio i sar., 2018).

1.1.4. Modulatorna uloga magnezijuma u regulaciji aktivnosti osovine
hipotalamus-hipofiza-nadbubrezna Zlezda

Poslednjih godina, preklini¢ka i klinicka ispitivanja upuéuju na interakciju koja postoji
izmedu magnezijuma i osovine hipotalamus-hipofiza-nadbubrezna zlezda (eng. hypothalamic-
pituitary-adrenal axis, HPA axis), kao i na znacaj odrzavanja homeostaze ovog bioelementa u
organizmu za pravilnu funkciju HPA ose (Singewald i sar., 2004; Sartori i sar., 2012; Zogovi¢ |
sar., 2014; Dmitrasinovi¢ i sar., 2016). Pokazano je da restrikcija unosa magnezijuma kod miseva,
odnosno dijetetski rezim kojim se zadovoljava priblizno 10% dnevnih potreba (50 mg
magnezijuma/kg hrane), uzrokuje poremecaj funkcije HPA ose pracen bihejvioralnim
karakteristikama depresivnog i anksioznog fenotipa. Promene opisane kod eksperimentalnih
zivotinja obuhvataju: povecanje nivoa IRNK za prepro-CRF (kortikotropin-oslobadajuci
faktor/hormon; eng. corticotropin releasing factor, CRF) u paraventrikularnom jedru (eng.
paraventricular nucleus, PVN) hipotalamusa, porast koncentracije ACTH u plazmi, produzeno
vreme imobilnosti Zivotinja u toku testa forsiranog plivanja (eng. forced swim test, FST), §to
upucuje na depresivni fenotip. Pored toga, u testu otvorenog polja (eng. open field test, OFT)
zabelezen je smanjen broj ulazaka, kao i skraceno vreme provedeno u centralnom delu polja, $to



zajedno ukazuje na proanksiogeni efekat deplecije magnezijuma. Pored toga, in vitro ispitivanja su
otkrila da dodatak magnezijum hlorida ¢elijskoj kulturi neurona pacova inhibira oslobadanje CRF
posredovano glutamatom (Cratty i Birkle, 1999).

Sa druge strane, klini¢ke studije su pokazale da hroni¢na suplementacija magnezijumom (2
x 250 mg magnezijuma/dan, 28 dana) kod studenata i sportista (amaterskih ragbi igrac¢a) znacajno
snizava nivo kortizola i interleukina 6 (IL-6) u serumu (Zogovi¢ i sar., 2014; Dmitrasinovic¢ i sar.,
2016).

1.1.5. Uloga magnezijuma u etiopatogenezi depresivnog poremecaja

Imajuéi u vidu vezu izmedu aktivnosti HPA osovine i afektivnih poremecaja, u studijama je
pracen uticaj homeostaze magnezijuma, kao i efekat primene Mg suplemenata na depresivnu
simptomatologiju. Naime, u Hordaland Health Study (zapadna Norveska), koja je obuhvatila 5708
ispitanika, starosti 46-49 ili 70-74 godina, pokazana je inverzna korelacija izmedu unosa
magnezijuma i simptoma depresije (Jacka i sar., 2009). Nasuprot tome, u epidemioloskoj studiji,
sprovedenoj na uzorku od 12 939 ispitanika, studenata zavrine godine univerziteta u Spaniji, nije
uoCena veza izmedu unosa magnezijuma i rizika od razvoja depresije (Derom i sar., 2012).
Medutim, potrebno je ista¢i da su ucesnici studije bile osobe starosti 37,6 = 11,7 godina, koje na
pocetku istrazivanja nisu bolovale od depresije, kardiovaskularnih bolesti ili malignih oboljenja,
kao i da je incidenca pojave hipomagnezemije znafajno veca kod starijih ljudi. Pored toga, u
navedenom ispitivanju, i u grupi sa najnizim unosom magnezijuma, unos ovog bioelementa je u
proseku bio veci od 250 mg/dan (Derom i sar., 2012). Sa druge strane, klinicke studije u kojima su
ispitivani terapijski efekti i moguénost primene suplemenata magnezijuma kod osoba koje pate od
depresivnih poremecaja, pruzile su opre¢ne rezultate. Rajizadeh i sar. (2017) su u randomizovanom,
dvostruko slepom i placebo kontrolisanom istrazivanju pokazali terapijsku efikasnost i
antidepresivne efekte magnezijuma kod subpopulacije depresivnih pacijenata. Naime, u pomenutoj
studiji magnezijum oksid (2 x 250 mg magnezijuma/dan, 8 nedelja) je doveo do poboljsanja
depresivne simptomatologije, pracene uz pomo¢ Bekove skale za procenu depresivnosti, kod
pacijenata sa dijagnozom depresije i hipomagnezemije (Rajizadeh i sar., 2017). Nasuprot tome,
augmentacija magnezijumom (3 x 40 mg/dan, 8 nedelja) odnosno primena fluoksetina i
magnezijuma kod obolelih od teske depresije, uprkos poboljsanju i nizem skoru na Hamiltonovoj
skali za procenu depresivnosti, nije pokazala statisticki znacajan efekat u poredenju sa fluoksetinom
i placebom (Ryszewska-Pokrasniewicz i sar., 2018). Glavni nedostaci ove studije su mali broj
ispitanika (ukupno 37, od kojih je 17 primalo fluoksetin i magnezijum) i izbor soli magnezijuma
(magnezijum aspartat).

1.2. Depresivni poremecaj i hipotalamo-hipofizno-adrenalna osovina

1.2.1. Stres i hipotalamo-hipofizno-adrenalna osovina

Stres se poslednjih godina cesto navodi kao jedan od najveéih izazova savremenog zivota.
Bilo da je re¢ o stresu emotivne ili fizicke prirode, poput sepse ili traume, smatra se da znac¢ajno
utiCe na sve aspekte zivota i doprinosi razvoju brojnih psihosomatskih oboljenja (Dimsdale, 2008).
U sklopu fizioloskog odgovora organizma na stres javlja se aktivacija HPA osovine i simpato-
adrenalnog sistema (eng. sympatho-adrenal system, SAS). Naime, prilikom delovanja stresora, iz
paraventrikularnog jedra hipotalamusa oslobadaju se CRF i arginin-vazopresin (eng. arginine
vasopressin, AVP) koji potom stimuli$u sintezu i sekreciju ACTH (Gold i Chrousos, 2002). Nakon
oslobadanja iz kortikotropnih ¢elija adenohipofize, ACTH deluje na koru nadbubrezne zlezde i



povecava sintezu i sekreciju kortizola, glavnog glukokortikoida kod ¢oveka (kortikosteron je glavni
glukokortikoid kod glodara). Glukokortikoidi pripadaju klasi steroidnih hormona i kao liposolubilni
molekuli lako prolaze kroz plazma membrane i krvno-mozdanu barijeru. Glukokortikoidi svoje
efekte ispoljavaju preko dva tipa receptora, glukokortikoidnih (GR) i mineralokortikoidnih (MR).
Nakon oslobadanja, glukokortikoidi inhibiraju dalju sekreciju CRF i ACTH i na taj nacin,
zahvaljuju¢i mehanizmu negativne povratne sprege reguliSu, odnosno smanjuju sopstvenu sintezu i
sekreciju. Pored HPA osovine, aktivira se simpato-adrenalni sistem, S$to se manifestuje
oslobadanjem noradrenalina iz locus coeruleus i pove¢anom sekrecijom adrenalina i noradrenalina
iz hromafinih ¢elija srzi nadbubrezne zlezde (Gold, 2015).

HIPOKAMPUS

,'g;,‘;;_:mpp N CRH/AVP
neuroni

Eminencija medijana

Hipofizni portalni sistem Negal:ivna pot./ratna

sprega posredstvom
glukokortikoida
ADENOHIPOFIZA : :

@

ACTH
lo

ADRENALNI KORTEKS@ o
/,-‘:..

KORTIKOSTERON

Slika 4. Prikaz neuroendokrinih komponenti, kao i regulacije aktivnosti osovine hipotalamus-hipofiza-
nadbubrezna Zlezda (HPA). Prilikom izlaganja stresu, neuroni medijalnog parvocelularnog
paraventrikularnog jedra (mpPVN) hipotalamusa sekretuju kortikotropin oslobadaju¢i hormon (CRH) i
arginin-vazopresin (AVP), koji potom stimuliSu lu¢enje adrenokortikotropnog hormona (ACTH). Nakon
oslobadanja ACTH iz adenohipofize, ovaj peptidni hormon deluje na koru nadbubrezne zlezde i stimulise
luCenje kortikosterona, glavnog hormona stresa kod glodara. Kortikosteron deluje posredstvom svojih
glukokortikoidnih receptora (eksprimiranih u adenohipofizi, PVN i hipokampusu) i negativhom povratnom
spregom ograni¢ava aktivnost HPA ose (preuzeto iz reference Brunton, 2016).

U uslovima akutnog stresa, glukokortikoidi su neophodni za prezivljavanje, omogucavaju
mobilizaciju energije i odgovor organizma u cilju odrZzavanja homeostaze, u situaciji koja se
percipira kao preteca. Akutno, njihovi metabolicki efekti su pretezno katabolicki. Najizrazeniji
efekti kortizola su stimulacija glukoneogeneze u jetri i supresija razgradnje glukoze, $to rezultuje
hiperglikemijom. Pored toga, kortizol utice na metabolizam masti povecanjem lipolize, kao i
oslobadanja masnih kiselina iz masnog tkiva, §to dovodi do porasta njihove koncentracije u krvi 1
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povecanog koris¢enja kao izvora energije. Na metabolizam proteina ispoljava katabolicko delovanje
u svim ¢elijama, izuzev u hepatocitima i kardiomiocitima (Oakley i Cidlowski, 2015; Stimson i sar.,
2017). Katabolicki efekat se ogleda u smanjenom transportu aminokiselina u celije, inhibiciji
sinteze proteina i stimulaciji njihove razgradnje. Pored navedenih metaboli¢kih efekata,
glukokortikoidi deluju antiinflamatorno, imunosupresivno i uti¢u na razliite funkcije mozga,
izmedu ostalih i ponasanje. Potvrdeno je da GR odlikuje Siroka distribucija u mozgu i pri tom
najveca gustina GR se vezuje za neurone hipotalamusa koji sintetiSu CRF 1 kortikotropne celije
hipofize. Sa druge strane, MR su pretezno zastupljeni u strukturama limbi¢kog sistema i najveca
ekspresija je prisutna u hipokampusu (Sapolsky, 1990; de Kloet i sar., 2005).

1.2.2. Hiperaktivnost hipotalamo-hipofizno-adrenalne osovine u etiopatogenezi
depresivnog poremecaja

Prilikom izlaganja stresu, javlja se adaptivni odgovor organizma u obliku aktivacije HPA
osovine i simpato-adrenalnog sistema, i karakteriSu ga porast koncentracije ACTH, kortizola i
kateholamina u krvi. Medutim, u uslovima hroni¢nog stresa ili nakon traumati¢nih dogadaja, kod
osoba sa genetskom predispozicijom, izlozenost visokom nivou glukokortikoida ispoljava brojne
negativne efekte i remeti funkciju HPA osovine (van Bodegom i sar., 2017). Pokazano je da HPA
osa ima znacajnu ulogu u regulaciji afektivnog ponasanja i njena hiperaktivnost se ¢esto pominje
kao neurobioloski supstrat u osnovi poremecaja raspolozenja, kao §to su anksiozni poremecaji,
veliki depresivni i bipolarni poremecaj (Krishnan i Nestler, 2008; Chen i sar., 2015). Naime, u
velikom broju ispitivanja pokazana je hiperaktivnost HPA ose, kao i poremecaj funkcije simpato-
adrenalnog sistema kod ovih pacijenata (Dronjak i sar., 2004; Johnson i sar., 2006; Zhao i sar.,
2008; Jovanovié i sar., 2014). Kod depresivnih pacijenata, hiperkortizolemija se manifestuje kroz
poremecaj funkcije negativne povratne sprege, povec¢ano oslobadanje CRF i pojacanu osetljivost
nadbubrezne zlezde na efekte ACTH. Takode, kod osoba koje pate od Kusingovog sindroma,
oboljenja pracenog veoma visokim koncentracijama kortizola u plazmi, klinicku sliku ¢esto
odlikuje depresivna simptomatologija (Nestler i sar., 2002; de Kloet i sar., 2005; Brown i sar., 2005;
Krishnan i Nestler, 2008). lako je kod obolelih od depresije prisutan poremecaj HPA ose i u
najveéem broju slucajeva poviSen nivo kortizola, nasuprot ustaljenom misljenju, ispitivanja su
pokazala da koncentracija glukokortikoida u plazmi moze biti i snizena ili nepromenjena. Na
primer, atipicna depresija, koju odlikuju hipersomnija i hiperfagija, je udruzena sa
hipokortizolemijom (Gold i Chrousos, 2002; Krishnan i Nestler, 2008).

1.2.3. Epidemiologija, klini¢ka slika i terapija depresivnog poremecaja

Depresija (velika ili unipolarna depresija) predstavlja jedan heterogeni, psihijatrijski
sindrom. Danas se smatra najucestalijim psihijatrijskim oboljenjem i poremeéajem raspoloZenja
koji pogada priblizno 322 miliona ljudi u svetu (Krishnan i Nestler, 2008; Willner i sar., 2013;
Friedrich, 2017). Naime, incidenca pojave depresije iznosi 10,4% na godiSnjem nivou i 20,6%
tokom Zzivotnog veka, pri tom 1,5 puta ¢eS¢e se javlja kod Zena u odnosu na muskarce (Friedrich,
2017; Hasin 1 sar., 2018). Dijagnoza depresivnog poremecaja se postavlja ukoliko je prisutna
promena raspoloZenja koju karakteriSu osecaj tuge 1 beznada i1 neki od slede¢ih simptoma:
iritabilnost, poremecaj spavanja (insomnija ili hipersomnija), izrazene promene u apetitu/telesnoj
masi, anhedonija, osecaj beskorisnosti i krivice, agitacija, suicidalna ideacija ili pokusaj suicida.
Neophodno je da navedeni simptomi traju minimum dve nedelje i da znacajno utiCu na posao,
porodi¢ne i odnose sa partnerom i prijateljima (Nestler i sar., 2002; Belmaker i Agam, 2008).
Depresiju karakteriSe duboko negativna percepcija sveta, sebe 1 sopstvenih vrednosti i buduénosti.
Naime, kod osoba koje pate od ovog oboljenja paznja je preteZzno usmerena ka negativnom aspektu,



prisutne su negativne misli i poremecaj u emocionalnoj i kognitivnoj kontroli. Smatra se da se
opisani simptomi javljaju kao posledica funkcionalnih, kao i neuroanatomskih promena,
prvenstveno atrofije hipokampusa i prefrontalnog korteksa i hipertrofije amigdala (Duman i Duman,
2015).

Postoji nekoliko hipoteza uz pomo¢ kojih se objasnjavaju patofizioloski mehanizmi, kao i
signalni putevi u osnovi ovog oboljenja. Smatra se da genetska predispozicija povecava rizik za
razvoj depresivnog poremecaja i da doprinos nasledne osnove iznosi priblizno 37% (Belmaker i
Agam, 2008). Medutim, uprkos velikim naporima i primeni GWAS (eng. Genome-wide association

studies) u istrazivanju, nisu otkriveni geni ¢iji se polimorfizam dovodi u vezu sa nastankom bolesti
(Lopez-Leodn i sar., 2008).

Precipitiraju¢i faktor za manifestaciju depresivnhog poremecaja, odnosno pojavu prve
epizode depresije moze biti endokrino oboljenje (hipotiroidizam, hiperkortizolemija), prisustvo
maligniteta (adenokarcinom pankreasa, rak dojke), nezeljeni efekat lekova (interferon a,
izotretinoin) ili trauma glave. Medutim, najceSce je u pitanju stres, koji moze biti hronicne prirode
usled nezaposlenosti, siromastva i neskladnih odnosa u porodici, ili akutne prirode - razvod, smrt
voljene osobe ili gubitak posla. Neophodno je ista¢i da stres kao faktor rizika, sam po sebi nije
dovoljan da dovede do pojave depresivnog poremecaja. Pored genetske predispozicije i izloZenosti
stresu (narocito u ranom razdoblju i periodu razvoja i adolescencije), pokazano je da odredene crte
liénosti doprinose nastanku depresije. Smatra se da je neuroticizam, kao crta li¢nosti, jedan od
najznacajnijih faktora rizika, koji interreaguje sa socijalnim i kognitivnim faktorima (Compass i
sar., 2004; Willner i sar., 2013). Naime, negativne misli, kao jedna od karakteristika osoba koje pate
od depresije, reflektuju aktivaciju negativne "kognitivne Seme", koja se razvila u ranom detinjstvu
kao posledica fizickog ili emotivnog zlostavljanja (Beck i Alford, 2009).

Depresivni poremecaj se smatra vode¢im uzrokom onesposobljenosti Sirom sveta 1 terapija
predstavlja veliki izazov, kako sa klinickog aspekta, tako i za farmaceutsku industriju (Willner i
sar., 2013; Friedrich, 2017). Uprkos tome S§to su lekovi koji se danas primenjuju, ukljucujuéi
inhibitore monoaminooksidaze, tricikliéne antidepresive i inhibitore selektivnog preuzimanja
serotonina, otkriveni 1 uvedeni u terapiju pre viSe decenija, njihov mehanizam delovanja joS uvek
nije u potpunosti rasvetljen. Pored toga, sa terapijskog aspekta, neophodno je uzeti u obzir i da
remisija nastupa 3 do 7 nedelja od pocetka primene, antidepresivi imaju Sirok spektar nezeljenih
efekata (seksualna disfunkcija, insomnija, mucnina, dijareja, opstipacija, hipertenzija, produzen QT
interval) i bolest ima hroni¢an tok (Fedgchin i sar., 2019). Posebnu zabrinutost izaziva ¢injenica da
kod tre¢ine pacijenata nema adekvatnog terapijskog odgovora i remisija izostaje. Depresija
rezistentna na terapiju (eng. treatment-resistant depression, TRD) se dijagnostikuje ukoliko kod
pacijenta simptomi depresije perzistiraju 1 nakon upotrebe dva antidepresiva, razli¢itih mehanizama
delovanja, uz primenu adekvatne doze i odgovarajuce duzine terapije (Walker i sar., 2013).

Farmakoterapijske klase antidepresiva, mehanizam delovanja, kao 1 nezeljeni efekti
prikazani su u Tabeli II (Republicka stru¢na komisija za izradu i implementaciju vodica u klini¢koj
praksi, Ministarstvo zdravlja Republike Srbije, 2011).
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Tabela Il. Farmakoterapijske klase, mehanizam delovanja i najznacajniji nezeljeni efekti antidepresiva
(preuzeto iz referenci: Ferguson, 2001; Vanderkooy i sar., 2002; Khawam i sar., 2006).

Selektivni inhibitori
preuzimanja serotonina
(Selective serotonin
reuptake inhibitors, SSRIs)

serotoninskog
transportera na
presinaptickoj
membrani i povecanje
nivoa serotonina u
sinaptickoj pukotini

Fluoksetin,
fluvoksamin,
citalopram,
escitalopram,
sertralin, paroksetin

Farmakoterapijska klasa Mehanl;am Predstavnici Najznadajniji neZeljeni
delovanja efekti
Inhibicija

Seksualna disfunkcija,
poremecaji spavanja
(somnolencija ili
insomnija), muc¢nina,
povracanje, promene
apetita, glavobolja

Inhibitori ponovnog

Inhibicija ponovnog
preuzimanja

Seksualna disfunkcija,

serotoninskih receptora

antagonizam na
nivou serotonergickih

preuzimanja serotonina i A Venlafaksin, ‘s :
- . serotonina | . poremecaji spavanja,
noradrenalina (Serotonin . duloksetin, .. A
. : noradrenalina u . : mucénina, povracanje,
and norepinephrine resinapticki milnacipran tahikardija, hipertenzija
reuptake inhibitors, SNRIs) | Pre>aP 12, ip J
zavrsSetak
Inhibitor preuzimanja Inhlb_lcua transportnih
L . proteina na . .
noradrenalina i dopamina ) o1 s Insomnija, glavobolja,
. . presinaptickoj . S .
(Norepinephrine and . . .| Bupropion iritabilnost, agitacija,
. membrani i povecanje ‘o
dopamine reuptake . . tremor, mu¢nina
oo nivoa noradrenalina i
inhibitor, NDRI) . . )
dopamina u sinapsi
Inhibicija
Inhibitor preuzimanja Eragzgt\)/;tgog proteina Insomnija, vrtoglavica,
noradrenalina ponovnog . agitacija, anksioznost,
. . preuzimanja Reboksetin .
(Norepinephrine reuptake - suvoca usta, ortostatska
S noradrenalina u - o
inhibitor, NERI) ) o hipotenzija
presinapticki
zavrSetak
Inhibitor
Inhibitor preuzimanja serotoninskog .. .
L I ; Insomnija, vrtoglavica,
serotonina i parcijalni transportera i . . .

. A o - Vilazodon mucnina, povracanje,
agonista serotoninskih parcijalni agonista ditareia. suvoca usta
receptora presinaptickih 5-HT 5 jareja,

receptora
Antagonista
presinaptickih a,
receptora i
antagonista
Antagonista adrenergickih serot_onerglcklh 5- _ _ Sevc.iacg a, povecanje teles’ne
) ot - HT,15-HT; Mirtazapin tezine, vrtoglavica, suvoca
i serotonergickih receptora 9 o
receptora, Sto usta, konstipacija
povecava
noradrenergicku i
serotonergicku
transmisiju
e . . . Inh'b'C'.Ja Sedacija, ortostatska
Inhibitori preuzimanja serotoninskog ) " .
o L ; hipotenzija, vrtoglavica,
serotonina i antagonisti transportera i Trazodon, nefazodon

glavobolja, muénina,
opstipacija, suvoca usta
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postsinaptickih 5-
HT,areceptora
Reverzibilna
inhibicija enzima Mucnina, dijareja,
Inhibitor monoamino monoamino oksidaze konstipacija, suvoéa usta,
oksidaze (Monoamine A ipovecanje nivoa Moklobemid insomnija, glavobolja,
oxidase inhibitor, MAOI) noradrenalina, agitacija, suicidalna
serotonina i dopamina ideacija
u sinapsama
InthI'CIJa ponovnog Amitriptilin, Sev('lacua, povecanje telesne
preuzimanja L tezine, suvoca usta,
A nortriptilin, L o
noradrenalina i rotrintilin mucénina, konstipacija,
Tricikli¢ni antidepresivi serotoning, kao i ?mi rgmin’ urinarna retencija,
M Haep kompetitivni P L zamagljen vid, ortostatska
(Tricyclic antidepressants, . . desipramin, . . X .
antagonizam na nivou | _ . ° . hipotenzija, tahikardija,
TCAS) Lo trimipramin, . h .
muskarinskih, Klomipramin atrioventrikularni blok,
histaminskih i o4 1 0, pr ’ . produzen QT interval,
Cyr doksepin, amoksapin, o L
adrenergickih - konfuzija, suicidalna
maprotilin . -
receptora ideacija
Antagonizam na
nivou presinapti¢kih Sedacija, porast telesne
Tetraciklini antidepresivi 0 _adren_erglf:klh, kao teZine, s1_ndrom nemirnih
. i histaminskih H; . . nogu, pojava edema,
(Tetracyclic . o Mianserin . :
- receptora 1 povecanje produzen QT interval,
antidepressants ,TeCAS) ey . -
noradrenergicke i konwvulzije, suicidalna
serotonergicke ideacija
transmisije
Agonista . .
Agonista melatoninskih i melatoninskih i _Glavobp_lja, vrtoglawqg,

. N . . insomnija, somnolencija,
antagonista serotoninskih antagonista Agomelatin Muénina. ditareia
receptora serotoninskih 5-HT ¢ 1na, dijareja,

konstipacija, anksioznost
receptora
Modulacija Uriogivica. pepitasie
Atipi¢ni antidepresivi glutam_at_e;rglcke Tianeptin tahikardija, produZen QT
transmisije . e . .
interval, suicidalna ideacija

Pored pomenutih farmakoterapijskih klasa i antidepresiva registrovanih u Srbiji, Americka
agencija za hranu i lekove (eng. Food and Drug Administration, FDA) i Evropska komisija (eng.
European Commission, EC) su 2019. godine odobrile primenu esketamina u obliku nazalnog spreja
(Spravato, Janssen) u kombinaciji sa oralnim antidepresivom kod pacijenata koji boluju od TRD
(Kim i sar., 2019; Mahase, 2019). Ushic¢enje, kao i Siroku primenu ketamina u terapiji depresivnih
poremecaja u velikoj meri ograniCavaju nezeljeni efekti, ukljucujuc¢i i potencijal zloupotrebe
(Fedgchin 1 sar., 2019). Ketamin je derivat fenciklidina, sinteticke droge koja je jo§ poznata kao
PCP (eng. phencyclidine) ili andeoski prah (eng. “angel dust”). Fenciklidin uzrokuje stanje koje
karakteriSu delirijum, halucinacije, insomnija i agitacija (Dinis-Oliveira, 2017). U poredenju sa
ketaminom, fenciklidin ima potentniji halucinogeni efekat. U randomizovanoj, dvostruko slepoj
klinickoj studiji pod nazivom SUSTAIN-2, u kojoj je pracena dugorocna bezbednost primene
nazalnog spreja esketamina, pokazano je da su veoma Cesta nezeljena dejstva bile vrtoglavica
(32,9%), disocijacija (27,6%), mucnina (25,1%), i glavobolja (24,9%) (Wajs i sar., 2020). U ovom,
kao 1 u prethodnim istrazivanjima, opisani su i1 kardiovaskularni nezeljeni efekti, ukljucujuci porast
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krvnog pritiska, tahikardiju i palpitacije (Doherty i sar., 2020). Uprkos tome $to se smatra da je rizik
od ozbiljnih kardiovaskularnih dogadaja kod osoba bez prethodne istorije kardiovaskularnih
oboljenja i kod pacijenata sa kontrolisanom hipertenzijom relativno nizak, neophodno je pazljivo
pracenje kardiovaskularnih parametara kod svih pacijenata koji su na terapiji esketaminom.
Potrebno je istaci da su prilikom ispitivanja bezbednosti primene esketamina, na samom pocetku iz
studije iskljuceni pacijenti sa nekontrolisanom hipertenzijom (> 140/>90 mmHg), istorijom
hipertenzivnih kriza, ili klinicki znacajnim abnormalnostima na elektrokardiogramu (EKG)
(Doherty i sar., 2020). Pored toga, u ranijim istraZivanjima, tokom primene ketamina/esketamina u
terapiji TRD, opisani su: kratkotrajna sedacija, anksioznost pracena agitacijom, prolazne deluzije,
panika, apatija, akutni kognitivni deficiti (poremecaj koncentracije, konfuzija i poremecaj
pamcenja), nesanica, umor, i pri dugotrajnoj primeni razvoj intersticijalnog cistitisa i u slucaju
zloupotrebe — zavisnost (Morgan i sar., 2010, 2012; Sanacora i sar., 2017; Short i sar., 2018; Wajs i
sar., 2020). Neosporno je da postoji ogromna potreba za novim terapijskim agensom/pristupom,
koji bi posedovao terapijsku efikasnost ketamina, uz poboljSanu tolerabilnost i bezbedniji profil
nezeljenih efekata.

1.2.4. Depresivni poremecaj i hiperaktivnost hipotalamo-hipofizno-adrenalne
osovine: neuroendokrine i neuroimune interakcije

U cilju boljeg razumevanja neurobioloskih mehanizama, znacajan broj studija osvrnuo se na
neuroendokrine i neuroimune interakcije, odnosno vezu koja postoji izmedu HPA osovine,
imunskog sistema i1 depresivnog poremecaja (Krishnan i Nestler, 2008). U skladu sa jednom od
postojec¢ih hipoteza, inflamacija i citokini, kao humoralni medijatori imunskog odgovora, imaju
ulogu u etiopatogenezi depresije kod odredenih subpopulacija pacijenata, ali ne kod svih. Smatra se
da specificne subpopulacije depresivnih pacijenata karakteriSe prisustvo hronicne inflamacije
niskog stepena udruzene sa psihosocijalnim stresom (Wang i sar., 2019). Primera radi, inflamacija
ima znacajnu ulogu u etiopatogenezi depresivnog poremecaja kod osoba koje ispoljavaju simptome
poput hiperfagije, hipersomnije i hroni¢nog umora (de Kluiver i sar., 2019). U meta-analizi koja je
obuhvatila 82 studije, Kohler i sar. (2017) su dosli do zaklju¢ka da su kod osoba koje pate od
depresije znacajno povecane koncentracije IL-6, faktora nekroze tumora-a (eng. tumor necrosis
factor-a, TNF-a), interleukina-10 (eng. interleukin-10, IL-10), solubilnog receptora za IL-2,
hemokin (C-C) liganda 2 (eng. chemokine (C-C) ligand 2, CCL-2), IL-13, IL-18, IL-12 i solubilnog
TNF receptora 2 (eng. soluble TNF receptor 2) u poredenju sa zdravim dobrovoljcima. Takode,
pokazano je da terapija antidepresivima smanjuje perifernu inflamaciju, kao i nivo IL-6, TNF-q, IL-
10 i CCL-2 (Kohler i sar., 2017). Sa druge strane, terapijska primena inflamatornog citokina
interferona a (IFN-a) moze dovesti do ispoljavanja simptoma depresije kod osoba koje u svojoj
anamnezi nemaju epizode depresije (Miller i Raison, 2016).
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Slika 5. Neuroendokrine i neuroimunske interakcije: regulacija aktivnosti osovine hipotalamus-
hipofiza-nadbubreZna zlezda (HPA). U uslovima akutnog stresa, kortikotropin oslobadajuéi faktor (CRF)
deluje posredstvom CRF1 receptora i stimuliSe luéenje pro-opiomelanokortina (eng. pro-opiomelanocortin,
POMC), prekursora adrenokortikotropnog hormona (ACTH). ACTH stimuliSe sintezu i oslobadanje
kortizola iz kore nadbubrezne Zlezde. Kortizol ispoljava imunosupresorni efekat, $to se manifestuje
promenama u ekspresiji interleukina-6 (I1L-6), faktora nekroze tumora-o (TNF-a) i interleukina-1 (IL-1), dok
pomenuti proinflamatorni citokini pospesuju aktivaciju HPA ose (preuzeto iz reference Slominski, 2007).

Naime, prilikom sistemske i/ili lokalne inflamacije, oslobodeni citokini, prevashodno IL-6,
IL-1 i TNF-a, stimulisu aktivnost HPA ose (Bethin i sar., 2000). Pokazano je da prilikom aktivacije
imunskog sistema poseban znacaj ima IL-6, koji utiCe na funkciju HPA osovine delujuéi
stimulatorno na hipotalamus, hipofizu 1 nadbubreZne Zlezde, povecavajuci sekreciju CRF, ACTH 1
kortizola. Smatra se da IL-6 povecava osetljivost adrenalne zlezde na ACTH, kao i da IL-6 moze
delovati stimulatorno na HPA osu, nezavisno od CRF (Bethin i sar., 2000; Brotman i sar., 2007;
Zarkovié i sar., 2008).

Sa druge strane, imunomodulatorna uloga CNS-a se ogleda u aktivaciji HPA ose,
posredovanoj stresom, i oslobadanju glukokortikoida koji potom ispoljavaju inhibitorni efekat na
transkripciju proinflamatornih i gena antivirusnog programa (Irwin i Cole, 2011). Imunosupresivno
I antiinflamatorno delovanje kortizola ostvaruje se zahvaljujuéi: vezivanju aktiviranih GR za
promotorski region i inhibiciji transkripcije odgovarajuéih gena; indukciji antiinflamatornih gena,
poput NFKBIA, koji kodira IxkBa (eng. nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in
B-cells inhibitor, alpha) i negenomskim efektima. Stupanjem u antagonisticku interakciju sa
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proinflamatornim transkripcionim faktorima, poput nuklearnog faktora kB (eng. nuclear factor B,
NF-kB) i protein aktivatora 1 (eng. activator protein 1, AP-1) ostvaruju se negenomski efekti (Irwin
i Cole, 2011). Paradoksalno, analiza profila transkripta cirkuli$ucih leukocita pokazala je povecanu
ekspresiju proinflamatornih gena imunskog odgovora kod osoba dugoroc¢no izloZenih socijalnom
stresu (smrtonosna bolest supruznika, nizak socio-ekonomski status, post-traumatski stresni
poremecaj, socijalna izolacija), uprkos normalnom ili poviS§enom nivou kortizola. Smatra se da ova
pojava odrazava funkcionalnu desenzitizaciju GR i rezistenciju na glukokortikoide (Miller i Raison,
2016). Jedan od mehanizama nastanka ovih promena na molekularnom nivou predstavlja izmenjena
fosforilacija GR u uslovima stresa. Naime, signalizacija posredstvom GR regulisana je zahvaljujuci
fosforilaciji receptora koja se odigrava pod uticajem c-Jun N-terminalne kinaze (eng. c-Jun N-
terminal kinase, JNK) i ciklin-zavisnih kinaza (eng. cyclin-dependent kinases, CDKSs). Fosforilacija
GR na mestu S211 (serin 211), posredstvom CDKs, povecava ulazak GR u jedro i transkripcionu
aktivnost, dok fosforilacija na mestu S226 (serin 226), posredstvom JNK, suprimira transkripcionu
aktivnost i pospesuje prelazak GR u citoplazmu (Adzi¢ i sar., 2009). Kod osoba koje boluju od
depresije povecana je fosforilacija GR na mestu S226 i snizen je odnos fosfo-GR-S211/fosfo-GR-
S226 u jedru, Sto ukazuje na smanjenu transkripcionu aktivnost GR kod ovih pacijenata (Simi¢ i
sar., 2013). Pored toga, u post mortem studijama je pokazano da je kod osoba koje su bile zrtve
zlostavljanja u detinjstvu i kasnije pocinile samoubistvo, povec¢ana metilacija promotorskog regiona
GR i smanjena ekspresija iRNK za GR, §to ukazuje da i epigenetske promene uticu na ekspresiju
GR i funkciju HPA ose (McGowan i sar., 2009; Anacker i sar., 2011).

1.2.5. Depresivni poremecaj, hiperaktivnost hipotalamo-hipofizno-adrenalne
osovine i proces neurogeneze

Pored negativne povratne sprege koja se ostvaruje posredstvom glukokortikoida, aktivnost
HPA osovine reguliSu amigdaloidna jedra i hipokampus. Amigdaloidna jedra predstavljaju
subkortikalnu sivu masu, bademastog oblika, i ispoljavaju ulogu u obradi razli¢itih emocija, kao i u
odgovoru organizma na averzivne stimuluse i u kondicioniranju straha. Veliki broj studija,
posvecen ispitivanju funkcije amigdala, potvrdio je njihov znacaj u etiopatogenezi anksioznih i
depresivnog poremecaja. Naime, zahvaljuju¢i centralnoj aktivaciji hipotalamusa, amigdale
ispoljavaju ekscitatornu kontrolu nad HPA osom, stimuliSuéi njenu aktivnost i uzrokujuéi porast
nivoa cirkuliSuc¢eg kortizola. Kortizol deluje posredstvom pozitivne povratne sprege i stimuliSe
dalju aktivnost amigdala (Willner i sar., 2013). Nasuprot tome, hipokampus je struktura koja
ispoljava inhibitornu kontrolu i ogranicava aktivnost HPA osovine. Hipokampus je neuroanatomska
struktura limbickog sistema koja ima ulogu u ucenju, formiranju deklarativne memorije, donosenju
odluka i regulaciji ponasanja, ukljuujuéi uspostavljanje i odrzavanje socijalnih veza i ispoljavanje
empatije (Rubin i sar., 2014). U anatomskom smislu, sastoji se od dentatnog girusa (eng. dentate
gyrus, DG), Amonovog roga (Cornu Ammonis, Cetiri podruc¢ja: CA1, CA2, CA3 i CA4) i regiona
koji nosi naziv subiculum (Wible, 2013). Pored toga, hipokampus odlikuje visoka gustina
glukokortikoidnih receptora i usled toga izrazena osetljivost na efekte kortizola (Sapolsky, 1990;
Workman i sar., 2014). U uslovima hroni¢nog stresa i dugotrajne izloZenosti visokom nivou
glukokortikoida javljaju se morfoloska i funkcionalna ostecenja hipokampusa koja se manifestuju
odumiranjem neurona i smanjenjem broja sinapsi (Sheline, 1996; Sheline i sar., 1999, 2003;
Campbell i Macqueen, 2004; Workman i sar., 2014). Posledi¢no, smanjuje se inhibitorna kontrola
posredstvom hipokampusa i javlja se hiperaktivnost HPA osovine. Brojne preklini¢ke i klinicke
studije su pokazale da se tokom starenja smanjuje volumen hipokampusa, kao i kod razli¢itih
neuropsihijatrijskih oboljenja, ukljucujuéi Alchajmerovu bolest, Sizofreniju i depresivni poremeca;.
Smatra se da je kod osoba koje pate od depresije smanjenje volumena, odnosno atrofija
hipokampusa, direktna posledica delovanja glukokortikoida i povecane signalizacije posredstvom
GR. Povrh toga, u modelima hroni¢nog stresa i kod pacijenata, pokazano je da jedan od efekata
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aktivacije GR podrazumeva supresiju procesa adultne neurogeneze u granularnom i
subgranularnom sloju (eng. subgranular zone, SGZ) dentatnog girusa (Wong i Herbert, 2004;
Mineur i sar., 2007; Lucassen i sar., 2010; Hanson i sar., 2011; Samuels i Hen, 2011; Petrik i sar.,
2012; Willner i sar., 2013). Inhibicija neurogeneze je primeéena kod razlicitih vrsta, ukljucujuci
glodare (Alonso i sar., 2004; Mineur i sar., 2007; Willner i sar., 2013), primate (Gould i sar., 1998;
Perera i sar., 2011; Willner i sar., 2013), ali i ljude, zahvaljuju¢i post mortem analizama uzoraka
tkiva hipokampusa pacijenata koji su patili od depresije (Lucassen i sar., 2010; Willner i sar., 2013).
Medutim, smatra se da je zapravo priroda stresora odlucujuéi faktor koji ¢e usloviti efekte na proces
neurogeneze. Ukoliko je u pitanju stres nad kojim jedinka nema oseéaj kontrole, neurogeneza u
hipokampusu ¢e biti inhibirana. Sa druge strane, ukoliko je re¢ o stresu koji se moze kontrolisati,
kao §to su ucenje i fizicka aktivnost, neurogeneza ¢e biti stimulisana (Saaltink i VVreugdenhil, 2014).

Naime, proces adultne neurogeneze obezbeduje strukturnu i funkcionalnu plasti¢nost
hipokampusa (Toda i sar., 2018). Podrazumeva deobu neuralnih stem ¢elija SGZ odraslih jedinki,
diferencijaciju i migraciju neuroblasta/nezrelih neurona i kasnu postmitotsku fazu sazrevanja koja
ukljucuje rast i grananje dendrita i aksona i formiranje sinapsi (Saaltink i Vreugdenhil, 2014).
Hroni¢no izlaganje stresu i visokom nivou glukokortikoida utiCe na sve faze ovog procesa: na
proliferaciju ¢elija, prezivljavanje neurona i njihovu funkcionalnost (Willner i sar., 2013).
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Slika 6. Shematski prikaz hipokampusa glodara, uklju¢ujuéi i sloZene projekcije neurona. Neuroni
drugog sloja entorinalnog korteksa (eng. entorhinal cortex, EC) projektuju svoje aksone i ostvaruju veze sa
neuronima dentatnog girusa (DG) posredstvom perforantnog puta koji ukljucuje lateralni perforantni put
(eng. lateral perforant pathway, LPP) i medijalni perforantni put (eng. medial perforant pathway, MPP).
Celije DG 3alju svoje projekcije i formiraju sinapse sa piramidalnim neuronima CA3 (Cornu Ammonis 3)
regiona, koji dalje, preko Saferovih kolaterala, ostvaruju veze sa piramidalnim neuronima CA1 (Cornu
Ammonis 1) regije (preuzeto iz reference Deng i sar., 2010).

U najveéem broju studija formiranje i sazrevanje novih neurona, kao i proces sinaptogeneze,
u hipokampusu, proucavani su merenjem ekspresije nuklearnog faktora Ki-67 i neurotroficnog
faktora poreklom iz mozga (eng. brain-derived neurotrophic factor, BDNF) (Dwivedi i sar., 2003;
Huang i sar., 2008; Meis i sar., 2012; Gebara i sar., 2013; Suri i Vaidya, 2013). Antigen Ki-67 je
nuklearni protein, marker celijske proliferacije koji se Siroko primenjuje u istraZivanju, razvoju
novih lekova i dijagnostici. Ekspresija Ki-67 je vezana za sve aktivne faze celijskog ciklusa,
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odnosno kasnu G1, S, G2 i M fazu (Bologna-Molina i sar., 2013). BDNF je jedan od najvise
proucavanih proteina ¢lanova familije neurotrofina i smatra se da je u nervnom sistemu jedan od
najznacajnijih molekulskih medijatora razvoja, sinapticke transmisije, sinapticke plasticnosti i
neurogeneze (Malberg i sar., 2000; Scaccianoce i sar., 2006; Li i sar., 2006). Signalizacija
posredstvom BDNF stimuliSe proliferaciju, prezivljavanje, kao i sazrevanje novih neurona u
hipokampusu odraslih jedinki. U skladu sa jednom od prihvaéenih hipoteza, Stetni efekti
glukokortikoida nastupaju upravo kao posledica njihovog uticaja na BDNF signalizaciju (Suri i
Vaidya, 2013). Naime, poznato je da stres i glukokortikoidi smanjuju ekspresiju iRNK i proteina
BDNF u hipokampusu (Duman i Monteggia, 2006). Navedeni fenomen je najpre zabelezen u
animalnim modelima stresa, odnosno depresivnog poremecaja, poput modela socijalne izolacije,
imobilizacije, maternalne deprivacije 1 modela koji se zasniva na egzogenoj primeni
glukokortikoida (Duman i Monteggia, 2006). Potom je analizom tkiva hipokampusa depresivnih
pacijenata, koji su poCinili samoubistvo, utvrdeno da je i kod njih smanjen nivo iIRNK i BDNF
proteina u ovoj regiji mozga (Chen i sar., 2001; Dwivedi i sar., 2003; Karege i sar., 2005; Duman i
Monteggia, 2006). Interesantno je da je primena antidepresiva, poput selektivnih inhibitora
preuzimanja serotonina, inhibitora preuzimanja noradrenalina i tricikliénih antidepresiva, u
animalnim modelima, kao i kod depresivnih pacijenata, delovala stimulatorno na proliferaciju i
diferencijaciju ¢elija u DG i normalizovala nivo iRNK i BDNF proteina u hipokampusu (Duman i
Monteggia, 2006).

1.2.6. Poremecaj homeostaze bioelemenata u etiopatogenezi depresije

Uprkos ¢injenici da je monoaminska hipoteza nastala pedesetih godina proslog veka,
patofizioloSki mehanizmi u osnovi depresivnog poremecaja su kompleksni i heterogeni i ostaju u
velikoj meri nerazjasnjeni. Pored pretpostavke o poremecaju monoaminske neurotransmisije i
depleciji monoamina (noradrenalina, serotonina i dopamina), danas je poznato da neurobioloski
supstrat u osnovi bolesti ¢ine i promene u glutamatergickoj i GABA-ergi¢koj transmisiji, supresija
neurogeneze i atrofija neurona kortikalne i limbicke regije (Nestler i sar., 2002; Duman, 2014,
Duman i sar., 2019). Pored svega navedenog, pominje se i izvestan udeo bioelemenata, odnosno
poremecaj njihove homeostaze koji doprinosi razvoju depresivne simptomatologije. Naime, pored
magnezijuma i uloga koje ispoljava u modulaciji aktivnosti HPA ose i NMDA glutamatergickih
receptora, ispitivan je potencijalni znacaj drugih bioelemenata, poput bakra (Cu), cinka (Zn) i
gvozda (Fe).

Bakar je bioelement koji ima svojstvo kofaktora brojnih enzima ukljucenih u metabolizam
monoaminskih neurotransmitera i njegov deficit kod glodara za posledicu ima, izmedu ostalog, i
smanjenu aktivnost dopamin B-hidroksilaze. Dopamin B-hidroksilaza je enzim koji ucestvuje u
sintezi noradrenalina i njegova redukovana funkcija ¢e dovesti do pada nivoa noradrenalina i
poremecaja noradrenergicke transmisije u mozgu (Prohaska i Smith, 1982; Mtyniec i sar., 2015).
Pored toga, u preklinickim studijama je pokazano da redukovan unos cinka kod zivotinja ima
prodepresivni efekat (Tassabehji i sar., 2008; Whittle i sar., 2009; Mtyniec i Nowak, 2012). Sa
druge strane, nakon izlaganja stresu, kod eksperimentalnih Zivotinja su opisani poremecaj
metabolizma gvozda i povecano deponovanje ovog biometala u hipokampusu, prefrontalnom
korteksu i strijatumu (Wang i sar., 2008; Zhao i sar., 2013). Medutim, primena navedenih
bioelemenata kao biomarkera nije opravdana i neophodna su dalja ispitivanja u cilju rasvetljavanja
njihove uloge u etiopatogenezi depresije, kao i analize promena u homeostazi, eventualno prisutnih
kod obolelih.
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1.2.7. Eksperimentalni modeli hiperaktivnosti hipotalamo-hipofizno-adrenalne
osovine i depresivnog ponasanja

ZnacCajan pomak u istrazivanju neurobiologije depresije, kao i otkri¢u potencijalnih, novih
antidepresiva, omogucen je zahvaljuju¢i primeni animalnih modela. Eksperimentalni modeli
depresije pretezno se zasnivaju na izlaganju zivotinja, naj¢es¢e glodara, hroni¢nom stresu ili
primeni glukokortikoida, §to uzrokuje neuroendokrine i promene u ponasanju, ukljucujuéi
hiperaktivnost HPA osovine kao jednu od kljuénih karakteristika depresivnog poremecaja, opisanu
kod velikog broja pacijenata. Preklinicki modeli koji se Cesto primenjuju su model hroni¢nog
blagog ili stresa nepredvidive prirode, ponavljana imobilizacija zivotinje, socijalna izolacija,
socijalna subordinacija, maternalna deprivacija, dugotrajna primena glukokortikoida i indukcija
neuroinflamacije primenom lipopolisaharida (eng. lipopolysaccharide, LPS) (Grippo i sar., 2007,
Zhao i sar., 2008; Donner i sar., 2012; Willner, 2016). Klini¢ki znacaj ovih modela ogleda se u
Cinjenici da se bihejvioralne 1 neuroendokrine promene, koje se javljaju kod zivotinja, povlace
nakon primene antidepresiva. Medutim, primeceno je da ponavljana primena ACTH kod glodara (3,
7, 14 ili 21 dan) uzrokuje promene u ponasSanju zivotinja koje su fenotipski analogne depresiji
rezistentnoj na primenu tricikli¢nih antidepresiva. Naime, dugotrajna primena ACTH kod glodara
ispoljila je supresivni efekat na proliferaciju ¢elija i proces neurogeneze u SGZ hipokampusa i
uzrokovala je hiperaktivnost HPA ose koja se manifestovala porastom nivoa glukokortikoida u krvi
(Kitamura i sar., 2002a, 2011; Miyake i sar., 2014). Takode, uprkos tome $to primena tricikli¢nih
antidepresiva, imipramina ili desipramina, znacajno skrac¢uje vreme imobilnosti, u toku testa
forsiranog plivanja (eng. forced swim test, FST), ovaj efekat izostaje ukoliko su zZivotinje prethodno
tretirane sa ACTH (Kitamura i sar., 2002a, 2008, 2014; Kim i sar., 2016).

1.3. Depresivni poremecaj i kardiovaskularna oboljenja

1.3.1. Neurobiolo§ki mehanizmi u etiopatogenezi depresivhog poremecaja i
kardiovaskularnih oboljenja

Od davnina se pominje veza izmedu stresa i kardiovaskularnih bolesti (KVB). Stres, u Sirem
smislu reci, doprinosi razvoju i progresiji mnogih psihosomatskih oboljenja, ukljucujuc¢i i KVB,
medutim, poslednjih godina postavlja se pitanje klinickog znacaja, kao i neurobioloskih
mehanizama koji ih povezuju.

Bolesti srca 1 krvnih sudova su poslednjih decenija vode¢i uzrok morbiditeta 1 mortaliteta na
globalnom nivou. Epidemioloska istrazivanja ukazuju da u svetu godisnje oko 17,9 miliona ljudi
umire usled KVB, i pri tom najées¢e zbog prisustva ishemijske bolesti srca (IBS) (Mackay i
Mensah, 2004; Benjamin i sar., 2018). Smatra se da je jedan od najvecih izazova danaSnjice
prevencija i farmakoterapija remodelovanja srca. Remodelovanje obuhvata patofizioloske procese
koji se javljaju u srcu, najéesc¢e nakon infarkta miokarda (IM), odnosno promene na molekulskom i
¢elijskom nivou koje se klinicki manifestuju promenama u veli¢ini, strukturi i funkciji miokarda
(Azevedo i sar., 2016). Patoloske promene koje oslikavaju remodelovanje srca obuhvataju apoptozu
i nekrozu kardiomiocita, promene u sastavu izoenzima kontraktilnog aparata i poremecaj transporta
kalcijuma, usled smanjene ekspresije L-tipa kalcijumovih kanala i rijanodinskih receptora i
redukovane aktivnosti kalsekvestrina i kalmodulin kinaze. Pored toga, javlja se dilatacija komora i
intersticijalna fibroza miokarda, $to zajedno neminovno vodi ka ventrikularnoj disfunkciji (Azevedo
i sar., 2016; Schirone i sar., 2017). Karaktericne promene koje se javljaju prilikom fibroze
miokarda, kao odgovor na patoloski stres, podrazumevaju proliferaciju fibroblasta i diferencijaciju
u miofibroblaste, povecanu sekreciju metaloproteinaza, kolagena, kao i drugih proteina
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ekstracelularnog matriksa i infiltraciju inflamatornih ¢elija u srcu (Travers i sar., 2016; Schirone i
sar.,, 2017). Prema tome, tokom procesa remodelovanja srca javljaju se progresivni gubitak
kardiomiocita 1 promene u organizaciji ekstracelularnog matriksa, pracene kompenzatornom
hipertrofijom kardiomiocita i dilatacijom komora, vode¢i ka razvoju sréane insuficijencije
(Azevedo i sar., 2016). Klini¢ka dijagnoza remodelovanja srca se postavlja na osnovu morfoloskih
promena- promena u dijametru komora, volumenu (hipertrofija ili atrofija), obliku (komore gube
oblik elipse i poprimaju sferican oblik), debljini zida srca (postaje tanji), prisustvu oziljnog tkiva
(nakon IM) 1 infiltrata inflamatornih ¢elija (Cohn i sar., 2000; Azevedo i sar., 2016).

g 2L
x Razgradnja matriksa posredovana

metaloproteinazama

Nagomilavanje proteina
ekstracelularnog matriksa
Aktivacija i mobilizacija

inflamatornih celija

Prisustvo miofibroblasta doprinosi
slabljenju sréane funkcije

Slika 7. Fenotipska karakterizacija aktiviranih sré¢anih miofibroblasta. U sklopu odgovora na patoloski
stres, fibroblasti u srcu se transformiSu u miofibroblaste, celije koje pokazuju povecanu ekspresiju
proinflamatornih i profibrotskih faktora, §to direktno doprinosi infiltraciji imunskih ¢elija, kao i proliferaciji
samih fibroblasta. Pored toga, miofibroblaste odlikuje povecana sinteza, potom i sekrecija, metaloproteinaza
i drugih enzima koji razgraduju ekstracelularni matriks, §to omoguéava migraciju fibroblasta i deponovanje
intersticijalnog kolagena u srcu (preuzeto iz reference Travers i sar., 2016).

Shodno tome, veliki entuzijazam je izazvalo otkrice da pojedini kardiomiociti odraslih
jedinki imaju sposobnost ponovnog ulaska u celijski ciklus - Kkariokineze i citokineze, nakon
delovanja odredenih stimulusa ili na primer, nakon IM (Kajstura i sar., 1998; Beltrami i sar., 2001;
Li i sar., 2013; Yutzey, 2017). Pokazano je da regulatori ¢elijskog ciklusa - ciklin-zavisna kinaza 1
(eng. cyclin-dependent kinase 1, CDK1), CDK4, ciklin B1 i ciklin D1, indukuju deobu terminalno
diferenciranih kardiomiocita miseva, pacova, ali i humanih sréanih misi¢nih ¢elija. Navedeni
regulatorni molekuli su indukovali proliferaciju i prezivljavanje kardiomiocita u in vitro i in vivo
uslovima, nakon IM, §to je za posledicu imalo smanjenje veli¢ine oziljnog tkiva i znacajno
poboljsanje parametara sréane funkcije, poput ejekcione frakcije, sistolnog i minutnog volumena
kod glodara (Mohamed i sar., 2018). Medutim, uprkos ovom otkri¢u, stimulusi koji indukuju
proliferaciju postmitotskih ¢elija i signalni putevi, ostaju u velikoj meri nepoznati, kao i klini¢ke
implikacije. Najvazniji limitirajuc¢i faktor fenomena indukcije proliferacije kardiomiocita, nakon
fetalnog perioda, je znacajan rizik od razvoja kardiomegalije i hipertrofije miokarda, §to konac¢no
vodi ka sréanoj insuficijenciji.
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Pored tradicionalnih kardiovaskularnih faktora rizika, poput hipertenzije, povisenog
serumskog (ukupnog i LDL) holesterola, niskog HDL holesterola, dijabetes melitusa, gojaznosti
(narocito abdominalne gojaznosti), puSenja i fizicke neaktivnosti, veliki broj studija upucuje na
ulogu stresa kao nezavisnog, predisponiraju¢eg faktora. Pokazano je da izloZenost stresu, poput
fizickog 1 seksualnog zlostavljanja ili loSeg socioekonomskog statusa, tokom perioda odrastanja i
razvoja, nosi sa sobom dvostruko ve¢i rizik za razvoj sr¢anih oboljenja, u kasnijem zivotnom dobu.
Sa druge strane, kod odraslih osoba, socijalna izolacija i ose¢aj usamljenosti se ¢esto navode kao
uzroci hroni¢nog stresa i meta-analizom je pokazano da se kod ovih ljudi priblizno 1,5 puta
povecéava rizik za razvoj koronarne bolesti srca (Steptoe i Kivimiki, 2013). Pored toga, stres je
jedan od najznacajnijih faktora rizika za razvoj brojnih neuropsihijatrijskih poremecaja, ukljucujuéi
depresiju. Smatra se da je prisustvo depresivnog poremecaja nezavisni prediktor i da je kod ovih
pacijenata 2-4 puta veci rizik za razvoj KVB (Joynt i sar., 2003). Uprkos ¢injenici da su signalni
putevi i molekulski medijatori u osnovi patofizioloskih promena nedovoljno istraZeni, pretpostavlja
se da hiperaktivnost HPA osovine i simpato-adrenalnog sistema doprinose nastanku KVB. Naime,
hiperaktivnost HPA ose i autonomna disfunkcija, koji se manifestuju porastom koncentracije
cirkulisu¢ih ACTH, kortizola i kateholamina, su opisani kod velikog broja pacijenata koji pate od
depresije. Visok nivo kortizola, tokom vremena, moze dovesti do razvoja hipertenzije, endotelne
disfunkcije i dalje progresije aterosklerotskih promena na krvnim sudovima (Colao i sar., 1999;
Grippo i Johnson, 2002; Joynt i sar., 2003, 2004; Johnson i Grippo, 2006; Sgoifo i sar., 2015).
Pored toga, metabolicki poremecaji, poput insulinske rezistencije i abdominalne gojaznosti, koji se
Cesto javljaju kod obolelih od depresije, direktna su posledica porasta cirkuliSu¢ih glukokortikoida
(Krishnan i Nestler, 2008). Na kraju, smatra se da je povisen nivo kortizola u plazmi nezavistan
prediktor pove¢anog mortaliteta osoba koje pate od sréane insuficijencije (Omori i sar, 2014).

Istrazivanja na Zivotinjama su pokazala da se hroni¢na izloZenost stresu i hormonima stresa,
moze manifestovati i strukturnim promenama u srcu. Naime, u uslovima povisenog oksidativnog
stresa, kortikosteron je indukovao razvoj fibroze miokarda kod pacova, aktivacijom MR i
stimulacijom sinteze kolagena u fibroblastima (Omori i sar, 2014). Sa druge strane, u modelu
depresivnog ponaSanja, indukovanog izlaganjem zivotinja hronicnom blagom stresu, nakon 8
nedelja u srcu su uocene patoloske promene poput apoptoze kardiomiocita, poremecaja strukture
miofibrila, mitohondrija i membrane nukleusa (Xinxing i sar., 2014).

1.3.2. Trodimenzionalni in vitro modeli éelijskih kultura kardiomiocita

Pored animalnih modela, u ispitivanju signalnih puteva i patolo§kih mehanizama u osnovi
bolesti srca, veliki znacaj ima razvoj i primena celijskih kultura kardiomiocita. Imaju¢i na umu
dostupnost primarnih ¢elija humanog porekla, poput kardiomiocita kao terminalno diferenciranih
Celija, eticki i moralni aspekt njihove primene, poslednjih godina istrazivanja su preusmerena na
mogucnost indukcije i1 diferencijacije humanih pluripotentnih stem ¢elija (Beauchamp i sar., 2015).
Danas je primena humanih kardiomiocita formiranih indukcijom pluripotentnih stem ¢elija rutinska
u oblasti razvoja novih lekova, u ispitivanju efikasnosti, potencijalnih kardiotoksi¢nih efekata
farmakoterapijskih agenasa i prilikom modelovanja KVB (Karakikes i sar., 2015; Gintant i sar.,
2016).

Tradicionalni in vitro sistemi i upotreba ravnih, polistirenskih ploca u kojima celije
formiraju jedan sloj - dvodimenzionalni (2D) modeli, podrazumevaju odredeni rizik i ogranic¢enja,
poput nedovoljne preciznosti i osetljivosti u studijama toksi¢nosti (Beauchamp i sar., 2015). U
periodu izmedu 1990. i 2006. godine, povlacenje leka sa trziSta u priblizno 33% slucajeva, usledilo
je zbog ispoljene direktne kardiotoksi¢nosti (Shah, 2005; Beauchamp i sar., 2015). Otkriveno je i u
vecem broju studija potvrdeno da se u 2D model sistemima monokultura, razlicitih tipova ¢elija,
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javlja fenomen dediferencijacije ve¢ nakon par sati u kulturi. Pojava dediferencijacije podrazumeva
promenjenu ekspresiju gena i specificnih proteina, povec¢anu ekspresiju gena fetalnog programa i
gubitak funkcije (Beauchamp i sar., 2015; Lauschke i sar., 2016; Bell i sar., 2017). Javila se potreba
za novim sistemima u kojima bi fenotipske karakteristike i specifi¢ne Celijske funkcije bile relativno
nepromenjene, i to je uslovilo pojavu trodimenzionalnih (3D) in vitro modela, ukljucujuéi model
sferoida.

Kardijacni sferoidi formirani indukcijom humanih
pluripotentnih stem celija

r
Endotelne
éelije Fibroblasti

Slika 8. Trodimenzionalni in vitro modeli sferoida humanih kardiomiocita. (A) Shematski prikaz
procesa koji se odvija u ko-kulturi, nakon zasejavanja endotelnih ¢elija, kardiomiocita i fibroblasta nastalih
indukcijom humanih pluripotentnih stem celija. Pomenute celije spontano formiraju agregate-
vaskularizovane sferoide, koji modeluju humano srce. Pored sheme predstavljene su fotomikrografije
humanih kardiomiocita, fibroblasta i endotelnih cCelija u ko-kulturi, nastale kori§¢enjem svetlosnog
mikroskopa, 0, 12, 24, 48 i 96 h nakon zasejavanja. (B) Morfologija sferoida humanih kardiomiocita (nakon
tri nedelje u kulturi) je predstavljena na fotomikrografijama, zahvaljuju¢i primeni razli¢itih histoloskih i
imunohistohemijskih metoda bojenja (preuzeto iz referenci Beauchamp i sar., 2015 i Campbell i sar., 2019).

Strukturne i funkcionalne karakteristike, kao i vijabilnost ¢elija tokom nekoliko nedelja u
kulturi, omoguéile su Siroku primenu 3D modela sferoida, §to je izazvalo veliki pomak u
istrazivanju. Naime, sferoidi predstavljaju 3D celijske agregate koji nastaju spontano, zahvaljujuci
sili gravitacije, nakon zasejavanja Celija. Prethodno definisan broj celija se zaseje u takozvane
ultralow attachment (ULA) ploce, §to omogucava formiranje sferoida optimalne veli¢ine 1 difuziju
kiseonika i nutrijenata do svih ¢elija. Imunohistohemijska detekcija proteina (aktin, miomezin,
koneksin 43 i fibronektin), analiza transkriptoma, kao i elektrofizioloskih osobina (poput
sposobnosti spontanog generisanja impulsa i kontrakcije), potvrdili su fenotipske i funkcionalne
karakteristike, kao i prisustvo specifi¢énih meducelijskih veza u 3D modelima kardiomiocita nastalih
indukcijom humanih pluripotentnih stem celija, Sto pruza brojne moguénosti njihove primene
(Beauchamp i sar., 2015; Polonchuk i sar., 2017).
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2. CILJEVI RADA

Eksperimentalno istrazivanje sprovedeno u sklopu doktorske disertacije imalo je za prvi cilj
ispitivanje efekata magnezijuma na ponasanje, neuroendokrine i parametre hipokampalne
neurogeneze u modelu hroni¢nog stresa/depresije indukovane ponavljanom primenom
adrenokortikotropnog hormona kod pacova. Drugi cilj bio je da se ispita uticaj dugotrajne primene
adrenokortikotropnog hormona, jednog od glavnih medijatora stresa, na strukturu miokarda,
odnosno parametre proliferacije i fibroze srca, kao i kardioprotektivna svojstva magnezijuma kod
ovih Zivotinja. Treéi cilj bio je razvoj trodimenzionalnog modela celijskih kultura humanih
kardiomiocita u svrhu odredivanja potencijalnih in vitro efekata adrenokortikotropnog hormona na
ove ¢elije. Ispitivanje je bilo organizovano u tri faze.

U prvoj eksperimentalnoj fazi ispitivani su efekti ponavljane peroralne primene
magnezijuma (300 mg magnezijuma/L vode za pice, 28 dana) na bihejvioralne, kao i parametre
aktivnosti HPA ose i neurogeneze u modelu hiperaktivnosti HPA ose koji se danas smatra modelom
depresivnog ponasanja i indukovan je dugotrajnim tretmanom sa ACTH (10 pg/dan, 21 dan, s.c.). U
tu svrhu ispitivani su:

» Promene u ponasanju eksperimentalnih Zivotinja primenom testa otvorenog polja (eng.
Open field test, OFT) i testa forsiranog plivanja (eng. Forced swim test, FST).

» Promene koncentracija parametara koji oslikavaju aktivnost HPA osovine: ACTH,
kortikosterona, adrenalina, noradrenalina i serotonina u krvi, kao i nivo citokina IL-6 koji
ostvaruje blisku interakciju sa HPA osom. Pored toga, cilj je bio da se odrede svi pomenuti
parametri u plazmi nakon izlaganja eksperimentalnih zivotinja akutnom stresu.

» Ekspresija biomarkera neurogeneze- molekula BDNF i Ki-67 u hipokampusu
eksperimentalnih zivotinja, strukturi koja moduliSe aktivnost HPA osovine i pokazuje
znacajne morfoloske i1 funkcionalne promene kod depresivnih poremecaja.

U drugoj eksperimentalnoj fazi cilj je bio da se ispita uticaj hroni¢nog tretmana sa ACTH
(10 pg/dan, 21 dan, s.c.) na morfologiju srca, kao i potencijalni kardioprotektivni efekti
magnezijuma (300 mg magnezijuma/L vode za pice, 28 dana). Pored toga, odredivane su promene u
homeostazi biometala u prefrontalnom korteksu Zivotinja. Shodno tome, u ovoj fazi istraZivanja
analizirani su sledec¢i parametri:

» Nuklearni faktor Ki-67 i PCNA, kao markeri proliferacije kardiomiocita i dijametar
kardiomiocita eksperimentalnih zZivotinja.

» Endomizijalni kolagen i ekspresija Ki-67 i PCNA u fibroblastima, kao indikatori razvoja
fibroze miokarda.

» Anti-apoptotski marker Bcl-2 i marker proliferacije Ki-67 u vaskularnim endotelnim
¢elijama miokarda.

» Koncentracija bioelemenata- Mg, Cu, Zn i Fe u prefrontalnom korteksu eksperimentalnih
Zivotinja.

U trecoj eksperimentalnoj fazi razvijen je trodimenzionalni model sferoida kultura humanih
kardiomiocita i u svrhu optimizacije uslova, ispitivan je uticaj razli¢itih medijuma na vijabilnost
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¢elija 1 fenotipske karakteristike. Potom, nakon izbora odgovaraju¢eg medijuma za celijske kulture,
ispitivani su potencijalni direktni efekti razli¢itih koncentracija ACTH na vijabilnost ¢elija i gensku
ekspresiju. U tu svrhu odredivani su sledeé¢i parametri:

» Nivo ATP u pojedina¢nim sferoidima kardiomiocita, kao pokazatelj vijabilnosti ¢elija, kao 1
aktivnost kaspaze 3, kao marker apoptoze.

» Genska ekspresija kardiomiocita: MYL2 (kodira regulatorni laki lanac miozina 2), MYL7
(kodira atrijalni laki lanac miozina 2), PLN (kodira fosfolamban koji regulise aktivnost Ca-
ATPaze na sarkoplazmatskom retikulumu), NKX2.5 (kodira transkripcioni faktor neophodan
za razvoj srca i funkcije sprovodnog sistema) i Ki-67.

» Strukturni proteini miofibrila - F-aktin i a-aktinin, kao indikatori morfoloskih promena.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Eksperimentalne Zivotinje

U istrazivanju su koris¢eni pacovi Wistar soja, muskog pola i starosti 8 nedelja na pocetku
eksperimenta. Zivotinje su preuzete sa farme Vojnomedicinske akademije u Beogradu i odgajane su
u vivarijumu Farmaceutskog fakulteta, Univerziteta u Beogradu. Zivotinje su drzane grupno (3-4
zivotinje u jednom kavezu) u standardnim kavezima od pleksiglasa, dimenzija 25 cm % 41 cm % 15
cm, pri sobnoj temperaturi (21+2 °C), relativnoj vlaznosti vazduha 40-70% 1 dnevno/no¢nom
ciklusu od 12 h (prostorija je bila osvetljena od 6 do 18 h, intenzitet svetla je bio 120 Ix). Pored
toga, zivotinje su imale pristup hrani i vodi ad libitum. Kavezi su ¢is¢eni i prostirka je menjana tri
puta nedeljno. Tokom sprovodenja eksperimenata pra¢en je unos hrane i vode, kao i promene u
telesnoj masi zivotinja (merenja su sprovodena tri puta nedeljno). Sve procedure sa oglednim
zivotinjama su bile u skladu sa Direktivom 2010/63/EU i propisima Eti¢kog komiteta za rad sa
eksperimentalnim zivotinjama Farmaceutskog fakulteta, Univerziteta u Beogradu (broj dozvole:
323-07-00067/2015-05).

3.2. Eksperimentalni protokol
IstraZivanje je sprovedeno kroz tri faze.

U prvoj fazi ispitivani su efekti dugotrajne peroralne primene Mg na ponasanje, parametre
aktivnosti HPA ose 1 neurogeneze u animalnom modelu depresivnog ponaSanja indukovanog
hroni¢nom primenom ACTH i rezistentnog na primenu tricikli¢nih antidepresiva. Naime, nakon
primene Mg u trajanju od 28 dana i ACTH u trajanju od 21 dan ispitivane su: 1) promene u
ponasanju eksperimentalnih zivotinja koriS¢enjem bihejvioralnih testova; 2) koncentracije hormona
u krvi: ACTH, kortikosterona, adrenalina, noradrenalina, serotonina, kao i proinflamatornog
citokina IL-6 i 3) gustina i distribucija neurona u hipokampusu koji eksprimiraju BDNF i Ki-67 kao
markere neurogeneze.

U drugoj fazi istraZzivanja u fokusu je bila karakterizacija efekata hronicne primene ACTH
na strukturu miokarda, kao i ispitivanje potencijalnih kardioprotektivnih svojstava Mg. Nakon
primene Mg tokom 28 dana i ACTH u trajanju od 21 dan odredivani su: 1) dijametar kardiomiocita;
2) broj ¢elija- kardiomiocita, fibroblasta i vaskularnih endotelnih éelija u srcu, koje eksprimiraju
nuklearni protein Ki-67; 3) ekspresija nuklearnog antigena proliferiSu¢ih celija (eng. PCNA,
proliferating cell nuclear antigen) u kardiomiocitima i fibroblastima; 4) broj Bcl-2 imunopozitivnih
vaskularnih endotelnih ¢elija, kao i 4) koli¢ina endomizijalnog kolagena u srcu. Pored toga, u
prefrontalnom korteksu eksperimentalnih zivotinja merene su koncentracije bioelemenata,
ukljucujuci Mg, Cu, Zn i Fe i ispitivan je uticaj pomenutih tretmana na njihovu homeostazu.

U trecoj fazi istrazivanja razvijen je 3D model celijskih kultura humanih kardiomiocita.
Razvoj pomenutog 3D modela sferoida kardiomiocita ukljucio je i optimizaciju uslova, odnosno
izbor odgovarajueg medijuma za celijske kulture koji omogucava da celije imaju ocuvanu
vijabilnost i specifi¢ne fenotipske karakteristike tokom nekoliko nedelja u kulturi. Potom, ispitivani
su potencijalni direktni efekti razlicitih koncentracija ACTH na sferoide kardiomiocita. U
odgovaraju¢im vremenskim intervalima odredivani su: 1) vijabilnost kardiomiocita merenjem
koncentracije ATP-a; 2) aktivnost kaspaze 3, kao markera apoptoze; 3) ekspresija relevantnih gena
u kardiomiocitima, ukljuuju¢i MYL2, MYL7, PLN, NKX2.5 i Ki-67; 4) strukturni proteini
miofibrila F-aktin i a-aktinin metodom imunohistohemije.
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U istrazivanje je bilo uklju¢eno ukupno 100 zivotinja.

U sklopu prve faze istrazivanja eksperimentalne zivotinje su randomizovanom raspodelom
podeljene u cCetiri grupe (N=4x14) u zavisnosti od tretmana. Prva grupa zivotinja je dobijala
magnezijum per os u obliku magnezijum sulfata rastvorenog u vodi za pi¢e (300 mg
magnezijuma/L, 28 dana). Druga grupa zivotinja je primala supkutane injekcije ACTH (10 pg/400
ul/dan, 21 dan, s.c.). TreCa grupa je dobijala kombinaciju navedena dva tretmana (supkutane
injekcije ACTH su primenjivane tokom poslednje tri nedelje primene Mg putem vode za pice, koja
traje 28 dana). Cetvrta grupa Zivotinja je bila kontrolna i imala je slobodan pristup rastvaradu- vodi
za pice tokom 28 dana i zivotinje ove grupe su, umesto ACTH, putem injekcija dobijale fizioloski
rastvor (400 pL/dan, 21 dan, s.c.). Potom, svaka eksperimentalna grupa je bila podeljena na dve
podgrupe tako da je 7 Zivotinja, odnosno jedna podgrupa bila podvrgnuta testu otvorenog polja
(eng. open field test, OFT), koji ne predstavlja znacajan akutni stres za glodare, dok je druga
podgrupa bila izlozena testu forsiranog plivanja (eng. forced swim test, FST). Naime, u svrhu
pracenja uticaja akutnog stresa, Sto za eksperimentalne zivotinje predstavlja izlaganje FST, 1
ispitivanja promena odgovaraju¢ih parametara iz krvi, pacovima je 30 min nakon bihejvioralnog
testa uzorkovana krv.

Nakon zavrSetka tretmana, 28-og dana eksperimenta, Zivotinje Su bile podvrgnute
odgovaraju¢im bihejvioralnim testovima (OFT ili FST) i Zrtvovane primenom opSte anestezije U
obliku intraperitonealne injekcije natrijum-tiopentala (Nesdonal®, Roche, Svajcarska) u dozi od 50
mg/kg. U cilju pracenja prethodno navedenih parametara, zivotinjama je kardijatnom punkcijom
uzorkovana Kkrv i izolovani su mozak i nadbubrezne zlezde. Krv je prikupljana u hepariniziranim
tubama (Eppendorf) i potom centrifugirana na 3600 rpm tokom 10 minuta na 4 °C. Plazma je
izdvojena, uzorci su alikvotirani i skladiSteni na —80 °C za dalje analize. Mozdano tkivo je
prebaceno u 3,6% rastvor formaldehida, uz dodatak fosfatnog pufera, u cilju fiksacije tkiva za
imunohistohemijsku analizu. Nadbubrezne zlezde su izvadene, pazljivo je uklonjeno okolno masno
i vezivno tkivo i izmerena je masa ovih organa.

i

J
R +EST ili -FST
. Voda FR Kontrola
. Mg FR Mg
- Voda oo AL ACTT
. Mg = ACTH ACTH/Mg
D1 DS D28

Slika 9. Protokol prve eksperimentalne faze: istraZivanje efekata supkutane primene
adrenokortikotropnog hormona (ACTH) u dozi od 10 pg/dan i trajanju 21 dan, primene magnezijuma
(Mg) putem vode za pi¢e (300 mg magnezijuma/L, 28 dana), kao i kombinacije pomenutih tretmana
kod muzjaka pacova. Nakon 28 dana (D28) od pocetka primene Mg, u cilju ispitivanja bihejvioralnih
promena, svaka eksperimentalna grupa je podeljena na dve podgrupe i Zivotinje su izloZene ili testu
otvorenog polja (OFT) ili testu forsiranog plivanja (FST). FR - fizioloski rastvor.
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U drugoj fazi istraZivanja eksperimentalne Zivotinje su randomizovanom raspodelom bile
podeljene u Cetiri grupe (N=44) i izloZene istim tretmanima kao Zivotinje u prvoj fazi. Prva grupa
dobijala je Mg u obliku magnezijum sulfata (300 mg magnezijuma/L, 28 dana, per 0s), druga grupa
primala je ACTH (10 ug/400 pL/dan, 21 dan, s.c.), tre¢a grupa je bila izlozena kombinovanom
tretmanu koji uklju¢uje Mg i ACTH i Cetvrta grupa je bila kontrolna (fizioloski rastvor 400 pL/ dan,
21 dan, s.c). Zivotinje su 28-og dana eksperimenta i.p. primenom natrijum-tiopentala (50 mg/kg)
uvedene u ops$tu anesteziju i zrtvovane. U cilju odredivanja relevantnih parametara zivotinjama su
izolovani mozak i srce.

U trecoj fazi istrazivanja koris¢ene su komercijalno dostupne ¢elije, ukljucujuci nodalne |
sréane miSiéne Celije pretkomora i komora (iCell® Cardiomyocytes?, Cellular Dynamics
International, Inc., Sjedinjene Americke Drzave), formirane indukcijom humanih pluripotentnih
stem celija. Navedene ¢elije su zasejane u ULA ploce (Corning, Sjedinjene Americke Drzave) sa 96
bunari¢a. Gustina zasejavanja bila je 1500 vijabilnih ¢elija po jednom bunariéu i ¢elije su zasejane u
100 uL jednog od dva medijuma:

» Plating Medium (PM; Cellular Dynamics International, Inc., Sjedinjene Americke Drzave),

» William’s E Medium (Gibco®, Thermo Fisher Scientific, Sjedinjene Americke Drzave) uz
dodatak 2 mM L-glutamina, 100 units/mL penicilina, 100 pg/mL streptomicina, 10 pg/mL
insulina, 5,5 pg/mL transferina, 6,7 ng/mL natrijum selenita, 100 nM deksametazona, B-27
suplementa, insulinu sli¢nog faktora rasta 1, vaskularnog endotelnog faktora rasta, faktora
rasta fibroblasta 2 i transformiSuceg faktora rasta beta 1 (u daljem tekstu na engleskom
William’s E Medium with supplements, WES).

Neposredno nakon zasejavanja ULA ploce su centrifugirane (100 X g, 2 min). Zasejani
kardiomiociti i nodalne ¢elije su spontano formirali kompaktne 3D celijske agregate — sferoide,
nakon 5 dana. U cilju poredenja 2D i1 3D modela ¢elijskih kultura, zasejan je odredeni broj ¢elija u
ploCe (24 bunari¢a) koje su prethodno oblozene sa 0,1 % rastvorom Zelatina, §to predstavlja
konvencionalni 2D sistem. Prilikom zasejavanja koris¢eno je 0,6 mL PM i gustina je bila 90 000
¢elija po bunari¢u. Nakon 4 h od zasejavanja, izvrSena je promena medijuma i ¢elije su prebacene iz
PM u Maintenance Medium (MM; Cellular Dynamics International, Inc., Sjedinjene Americke
Drzave). U Tabeli 111 prikazane su karakteristike komercijalno dostupnih ¢elija koje su primenjene
za razvoj trodimenzionalnog in vitro modela sferoida humanih kardiomiocita.

Tabela I1l. Karakteristike komercijalno dostupnih kardiomiocita formiranih indukcijom humanih
pluripotentnih stem ¢elija (iCell Cardiomyocytes?, Cellular Dynamics International).

iCell Cardiomyocytes?, kataloski broj 01434
Pol Zenski
Starosna dob <18
Etnicka pripadnost Bela rasa
Izvor ¢elija Fibroblasti
Metoda diferencijacije celija Retrovirusna transdukcija
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U 3D model sistemu, 5 dana nakon zasejavanja, formirali su se kompaktni sferoidi
kardiomiocita i izvrSena je promena medijuma, odnosno ¢elije su iz PM prebacene u jedan od
sledeca tri medijuma za Celijske kulture: William’s E medium (uz dodatak 2 mM L-glutamina, 100
units/mL penicilina, 100 pg/mL streptomicina, 10 pg/mL insulina, 5,5 pg/mL transferina, 6,7
ng/mL natrijum selenita i 100 nM deksametazona; u daljem tekstu na engleskom WE); WES i MM.

Celije koje su bile zasejane u WES su tokom perioda kultivacije ostale u WES, samo je
redovno vrSena promena starog medijuma i dodatak novog, svezeg. Period kultivacije iznosio je 7
dana, i za 2D i za 3D model sistem, i na 48-72 h vrSena je promena medijuma.

Nakon izbora odgovaraju¢eg medijuma za Celijske kulture, odnosno optimizacije uslova pod
kojim c¢elije imaju ocuvanu vijabilnost i fenotip, u sklopu ove faze istrazivanja ispitivani su i
potencijalni direktni in vitro efekti ACTH na humane kardiomiocite. Celije su zasejane, na
prethodno opisan nacin, uz primenu PM. Nakon 5 dana u kulturi, spontano su se formirali sferoidi
kardiomiocita koji su imali sposobnost generisanja impulsa, pracenog kontrakcijom. Izvrsena je
promena medijuma, iz PM u WE, koji je potom koris¢en do kraja perioda u kulturi. Pocevsi od
Sestog dana, kardiomiociti su tretirani rastvorima razli¢itih koncentracija ACTH: 1) 22 ng/L (4,84
pmol/L; 1x ACTH) i 2) 660 ng/L (145,34 pmol/L; 30 x ACTH), dok su kao kontrole kori$¢eni
netretirani  sferoidi kojima je vrSena redovna promena uz dodatak sveze pripremljenog WE
medijuma (48-72 h), tokom 19 dana u kulturi. U odgovaraju¢im vremenskim intervalima, ispitivane
su vijabilnost ¢elija, aktivnost kaspaze 3, kao i promene u ekspresiji relevantnih gena.

i (R 3qPCR
ayanie iuma sp3aP p CCasP
7asejava’l promen2 mediju™ AP CCEP 30PCR pTP CC2 A

ACTH tretman

v v

D1 D5 D6 D13 D20 D25

Slika 10. Algoritam treée faze istraZivanja: ispitivanje efekata adrenokortikotropnog hormona
(ACTH) na humane kardiomiocite u 3D modelu sferoida. Pocevsi od Sestog dana u kulturi (D6), kada su
spontanom agregacijom celija formirani kompaktni sferoidi, kardiomiociti su izlagani ACTH tretmanu i u
odgovaraju¢im vremenskim intervalima odredivani su vijabilnost ¢elija (ATP esej), nivo apoptoze u kulturi
(merenjem aktivirane kaspaze 3 - CCasp 3) i ekspresija kardiospecifiénih gena metodom lanéane reakcije
polimerizacije u realnom vremenu (gPCR).

3.3. Hemijske supstance koriSéene U tretmanima

U in vivo eksperimentima, adrenokortikotropni hormon (Synacthen 0,25 mg/mL, Novartis,
Bazel, Svajcarska) je rastvaran u fizioloskom rastvoru (0,9% natrijum-hlorid, Hemofarm A.D.,
Vrsac, Republika Srbija) do finalne koncentracije od 25 pg/mL. Supkutane injekcije ACTH
primenjivane su svakodnevno odgovaraju¢im eksperimentalnim grupama u dozi od 10 ug/400
uL/dan, S§to iznosi priblizno 33,33 pg/kg telesne mase/dan. U istraZivanjima je pokazano da
izabrana doza, odnosno primena 10 pg/dan ACTH kod glodara indukuje hiperaktivnost HPA
osovine i znacajan porast nivoa kortikosterona u plazmi (Scantlebury i sar., 2017). Magnezijum je
primenjivan u obliku magnezijum sulfata (Apoteka Beograd, Republika Srbija) koji je rastvaran u
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vodi za pi¢e (Cesmenska voda) do finalne koncentracije od 300 mg magnezijuma/L.
Eksperimentalne zivotinje su imale slobodan pristup rastvoru magnezijum sulfata i shodno tome, na
osnovu prosecnog dnevnog unosa vode, magnezijum je aplikovan u dozi od 50 mg/kg telesne
mase/dan. Kontrolne grupe Zivotinja su imale slobodan pristup vodi za pi¢e i umesto ACTH,
dobijale su supkutane injekcije fizioloSkog rastvora (400 pL/dan). Ex tempore pripremljeni rastvori
primenjivani su svakog dana u periodu izmedu 8:00 i 9:00 h.

U in vitro eksperimentima najpre je pripremljen radni rastvor, rastvaranjem praskaste
supstance ACTH (Sigma Aldrich, kat. br. A0423, Svedska) u sterilnoj vodi. Neposredno pre
tretmana humanih kardiomiocita, radni rastvor ACTH je razblaZen kori§¢enjem ¢elijskog medijuma
(WE) do finalnih koncentracija od 22 ng/L (4,84 pmol/L; 1x ACTH) i 660 ng/L (145,34 pmol/L;
30x ACTH). Koncentracija od 22 ng/L predstavlja srednju vrednost koncentracije ACTH u plazmi
odraslih osoba, u jutarnjim ¢asovima (izmedu 7:00 i 10:00 h) (Verschraegen i sar., 2007). U cilju
indukcije apoptoze i uvodenja pozitivne kontrole prilikom merenja aktivnosti kaspaze 3, odreden broj
sferoida kardiomiocita tretiran je 1 uM rastvorom staurosporina (Sigma Aldrich, kat. br. S6942,
Svedska), tokom 24 h.

3.4. Protokoli bihejvioralnih eksperimenata

3.4.1. Test otvorenog polja (eng. Open field test, OFT)

Svi bihejvioralni testovi su izvodeni u periodu od 08:00 h do 15:00 h. Test otvorenog polja
imao je za cilj ispitivanje eksplorativnog ponasanja eksperimentalnih Zivotinja, kao i promena u
ponaSanju koje mogu ukazati na anksioznost. Test je izvoden pod priguSenim crvenim svetlom (20
IX), u ogradenom drvenom prostoru sa crnim gumenim podom, oblika kvadrata i dimenzija 100 x
100 x 50 cm. Vreme trajanja testa iznosilo je 10 min. Zivotinje su, bez prethodne habituacije,
postavljane u srediSte aparature i njihova aktivnost je pracena tokom trajanja testa zahvaljujuéi
digitalnoj kameri povezanoj sa softverom ANY-maze (Stoelting Co.). Nakon svake Zivotinje
aparatura je brisana 70%-nim etanolom u cilju uklanjanja olfaktornih tragova. Centralnih 50%
povrSine aparature je virtuelno postavljeno kao centralna zona. Parametri koji su praceni tokom
OFT su: 1) ukupni predeni put eksperimentalne Zivotinje (m); 2) predeni put u centralnoj zoni (m) 1
3) vreme provedeno u centralnoj zoni (s).

Dince 36.15

Tirge 249 sec

Slika 11. Test otvorenog polja (OFT). (A) Primena AnyMaze® softvera u Cilju pracenja kretanja zivotinje
tokom izvodenja testa. (B) Snimak Zivotinje i aparature tokom OFT u realnom vremenu (preuzeto sa
https://www.google.com/search?biw=1573&bih=770&tbm=isch&sa=1&ei=0xAWXeTnDsWOIwSu573I1Cg
&g=open+field+test&og=open+field+test&gs l=img.12...0.0..132126...0.0..0.0.0.......0......gws-wiz-
img.VKPukDY SitY#imgrc=2vM64GddCryM8M:)
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3.4.2. Test forsiranog plivanja (eng. Forced swim test, FST)

Porsoltov test forsiranog plivanja je najéesc¢e koriscen, standardni skrining test za otkrivanje
potencijalnih novih antidepresiva, koji se primenjuje poslednjih 40 godina (Porsolt i sar., 1978;
Rotzinger i sar., 2010). Postoje razli¢ite modifikacije originalne metode, u ovom istrazivanju
primenjen je protokol koji podrazumeva FST trening u trajanju od 15 min i nakon 24 h test od 5
min. Svako izlaganje testu forsiranog plivanja za zivotinje predstavlja akutni stres. Naime, aparatura
za izvodenje FST se sastoji iz staklenog cilindra, visine 45 cm i dijametra 20 cm, koji se prilikom
izvodenja FST napuni vodom temperature 25 = 1 °C i eksperimentalna zivotinja se ubaci u vodu.
Visina vode u cilindru je bila podesena (u proseku visina od 35 cm) tako da pacovi nisu mogli da
izadu iz cilindra ili da dotaknu dno zadnjim Sapicama ili repom, $to ih je stavljalo u bezizlaznu
situaciju i omogucavalo pracenje takozvanog "despair-like behavior”. Tokom svakog testa
forsiranog plivanja aktivnost Zivotinja je pracena putem kamere i naknadno analizirana od strane
istrazivaca koji nije bio upoznat sa dodeljenim tretmanima. Nakon svake zivotinje cilindar je
ocis¢en i dezinfikovan i voda je bila zamenjena novom. Parametri koji su praceni tokom izvodenja
FST su slede¢i: 1) vreme imobilnosti (definise se kao odsustvo pokreta, odnosno vreme koje
zivotinja provodi ¢ine¢i samo pokrete zadnjim Sapicama uz pomo¢ kojih se odrzava na povrSini
vode); 2) latentni period (vreme koje protekne od pocetka testa do prve pojave imobilnosti); 3)
vreme koje zZivotinja provede plivajuci i 4) vreme koje zivotinja provede u propinjanju i penjanju uz
zidove cilindra.

Forced Swimming Test

Slika 12. Prikaz snimka Zivotinje nadinjenog tokom izvodenja Porsoltovog testa forsiranog plivanja
(FST) (preuzeto sa: https://slideplayer.com/slide/4717417/).

3.5. Odredivanje koncentracije kateholamina i serotonina metodom
reverzno-fazne te¢ne hromatografije pod visokim pritiskom (Reversed
phase high-performance liquid chromatography, RP-HPLC)

Koncentracije biogenih amina, adrenalina, noradrenalina i serotonina, odredivane su u
uzorcima plazme primenom sistema za te¢nu hromatografiju. Proces pripreme uzoraka obuhvatao je
odmrzavanje plazme, centrifugiranje (30 000 g, 15 min, 4 °C), odvajanje supernatanta i filtriranje
(korisc¢en je filter dijametra pora 0,2 um). Metoda podrazumeva primenu polarne mobilne faze i
nepolarne stacionarne faze.
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3.5.1. Odredivanje koncentracije kateholamina u plazmi eksperimentalnih
Zivotinja metodom HPLC

Kvantifikacija kateholamina, adrenalina i noradrenalina, u plazmi, izvrSena je primenom
HPLC sistema sa elektrohemijskim detektorom (HPLC with electrochemical detector, HPLC-ECD).
Prvi korak podrazumevao je ekstrakciju na aktiviranom aluminijum-oksidu: 50 uL rastvora internog
standarda (dihidroksibenzilamina) je dodato u 1 mL svakog uzorka plazme, koji su potom
injektovani u kolonu za ekstrakciju. Usledilo je meSanje (20 min) i ispiranje uz pomo¢
odgovarajuceg reagensa. Nakon toga, izvrSeno je eluiranje adrenalina i noradrenalina uz pomo¢ 120
uL reagensa za ekstrakciju. Svi pomenuti reagensi, ukljuCuju¢i kolonu sa puferom i interni
standard, ulaze u sastav originalnog kita za odredivanje kateholamina u plazmi (Recipe, kat. br.
1000, Minhen, Nemacka). Prema navodima proizvodaca, osetljivost kita iznosi 5 ng/L, intra-esej
koeficijent varijacije za noradrenalin je 6,7% i 7,6% za adrenalin, dok je inter-esej koeficijent
varijacije za noradrenalin 5,3% i za adrenalin 4,2%.

Za hromatografsko razdvajanje koris¢ena je originalna mobilna faza (0,1 M KH,;PO,, 1,5
mM Na,S,;0s, 0,1 mM natrijum-EDTA i 4% CH30H), kao i HPLC kolona za odredivanje nivoa
kateholamina u plazmi (Chromsystems, kat. br. 5000, Nemacka). U skladu sa navodima
proizvodaca, limit kvantifikacije iznosi 15 ng/L, linearnost metode do 10 000 ng/L, intra-esej
koeficijent varijacije je manji od 11,4%, dok je inter-esej koeficijent varijacije manji od 12,7%.
Komponente HPLC sistema koji je koriS¢en za razdvajanje i detekciju su: HPLC autosampler
(Waters 270, Francuska), HPLC pumpa (Waters 1515, Francuska) i elektrohemijski detektor
(Waters 2465, Francuska). Zapremina uzorka koja je injektovana u HPLC pumpu iznosila je 50 pL.
Prilikom odredivanja kateholamina, protok mobilne faze je bio 1 mL/min, dok je napon
elektrohemijskog detektora iznosio 0,55 V. Za analizu i ekstrakciju rezultata koris¢eni su softver
Empower 2 (Waters® EmpowerTM 2, 720001257EN, Francuska) i metoda standardne krive.

3.5.2. Odredivanje Kkoncentracije serotonina u serumu eksperimentalnih
Zivotinja metodom HPLC

Kvantifikacija serotonina u serumu izvrSena je nakon precipitacije proteina, primenom
HPLC-ECD metode. Prilikom precipitacije proteina, pomeSano je 100 puL uzorka plazme i 100 uL
originalnog reagensa za precipitaciju, potom je dodato 20 pL rastvora internog standarda (N-
metilserotonin) i usledilo je centrifugiranje (3000 g, 10 min). Nakon toga, izdvojen je supernatant i
po 20 uL je injektovano u HPLC sistem. Komponente HPLC sistema su: HPLC autosampler (AS
100 Bio-Rad, Stokholm, Svedska), HPLC pumpa (Bio-Rad 1350 T, Stokholm, Svedska) i
elektrohemijski-amperometrijski detektor (Bio-Rad 1640, Stokholm, Svedska). Prilikom analize,
slede¢i parametri su bili od znacaja: protok mobilne faze (1 mL/min), radni potencijal (0,75 V) i
osetljivost elektrohemijskog detektora (20 nA/V). Svi navedeni reagensi i HPLC kolona ulaze u
sastav originalnog kita za odredivanje serotonina (Recipe, kat. br. 7000, Minhen, Nemacka). U
skladu sa zahtevima, linearnost metode iznosi 1-1000 ug/L, intra-esej koeficijent varijacije 3% i
inter-esej koeficijent varijacije 4%. Analiza i ekstrakcija rezultata izvrSeni su kori§¢enjem softvera
Chrom-Line 4.20 (Bio-Rad, SAD) i metode standardne krive.
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3.6. Odredivanje kortikosterona u plazmi eksperimentalnih Zivotinja
metodom tecne hromatografije-elektrosprej jonizacije-tandem masene
spektrometrije

Koncentracija kortikosterona odredivana je u uzorcima plazme, nakon centrifugiranja,
primenom metode te¢ne hromatografije-elektrosprej jonizacije-tandem masene spektrometrije
(Liquid chromatography-Electrospray lonisation-Tandem mass spectrometry, LC-ESI-MS/MS).
Zapremina uzorka koja je koriS¢ena prilikom analize iznosila je 250 puL. Nakon odvajanja, u
supernatant je dodat deksametazon, kao interni standard i izvrSeno je nanoSenje na prethodno
kondicionirane kolone (SPE; solid phase extraction column: SOLA 10 mg/mL, Thermo Scientific,
kat. br. 60109-001, SAD). Kondicioniranje kolona podrazumevalo je ispiranje, najpre pomoc¢u 1 mL
metanola (Sigma Aldrich, kat. br. 34885, SAD), a potom sa 2 mL destilovane vode. Nakon
nanoS$enja uzoraka na kolone, usledilo je ispiranje destilovanom vodom (2 mL) i eluiranje
metanolom (1 mL). Pripremljeni su radni rastvori, rastvaranjem kortikosterona i deksametazona u
metanolu do koncentracija 500 pg/mL i 10 pg/mL, redom. Potom su, u cilju konstruisanja
kalibracione krive, radni rastvori razblazeni do finalnih koncentracija: 50 ng/mL, 100 ng/mL, 250
ng/mL, 500 ng/mL, 750 ng/mL i 1000 ng/mL kortikosterona, u plazmi iz koje je prethodno izvrSena
ekstrakcija kortikosterona po metodi Wong-a i saradnika (1994). Prilikom analize kortikosterona,
koriscen je sistem sa HPLC pumpom (Accela 3000, Thermo Scientific, SAD) uparen sa trostrukim
kvadripolnim masenim detektorom (TQS Quantum Access Max, Thermo Scientific, SAD) sa
jonizacijom zagrejanim elektrosprejom (eng. heated electrospray ionization, HESI). Tokom rada,
slede¢i parametri su bili podeSeni: za kortikosteron 346,96—121,04; koliziona energija CE=22 V,
346,96—328,82, CE=15 V; dok su za deksametazon 393,02—355,05 i CE=10 V. Pored toga,
koriS¢ena je kolona (Xterra MS CI18 3,5 um, 2,1x150 mm; Waters, S.A.S., kat. br. 186000408,
Francuska), ¢ija je temperatura bila podesena na 30 °C. Komponente mobilne faze bile su:
acetonitril (Sigma Aldrich, kat. br. 34967, SAD) i 0,1% rastvor mravlje kiseline u vodi (50:50), dok
je protok iznosio 300 puL/min. Prilikom analize, parametri masenog detektora bili su podeSeni na
slede¢i nacin: napon spreja, 4500 V; temperatura uparivaca, 400 °C; pritisak linearnog protoka gasa
nosaca, 50 arbitraznih jedinica; pritisak cirkularnog protoka gasa nosaca, 40 arbitraznih jedinica i
temperatura kapilare, 300 °C.

3.7. Odredivanje koncentracije ACTH u plazmi eksperimentalnih
Zivotinja ELISA metodom

Nivo adrenokortikotropnog hormona u plazmi meren je primenom kompetitivne
imunoenzimske- ELISA metode, uz upotrebu komercijalno dostupnog kita (USCN Life Science
Inc., kat. br. CEA836Ra, Kina). Esej se zasniva na primeni kompetitivne inhibicije i koriste se
ELISA ploc¢e obloZzene monoklonskim anti-ACTH antitelom. Reakcija kompetitivne inhibicije se
odvija izmedu molekula ACTH obelezenog biotinom i neobeleZzenog ACTH (rastvori standarda i
uzorci), koji se vezuju za specifi¢no antitelo kojim je obloZena plo¢a. Nakon inkubacije, nevezani
konjugat se ispiranjem uklanja iz bunariéa i potom, inkubacijom sa peroksidazom rena
konjugovanom sa avidinom 1 dodatkom supstrata za HRP razvija se boja. Koli¢ina vezanog
konjugovanog HRP, kao i intenzitet boje, obrnuto su proporcionalni koncentraciji ACTH u uzorku.

Prilikom analize koriS¢ena je zapremina od 50 uL uzorka i u skladu sa preporukom
proizvodaca, uzorci plazme su najpre razblazeni 10 puta pomocu 0,01 mol/L fosfatnog pufera (PBS;
pH=7.0). U cilju konstruisanja kalibracione krive pripremljeni su rastvori standarda i Standard
Diluent reagensa, sledec¢ih koncentracija: 100 pg/mL, 33,33 pg/mL, 11,11 pg/mL, 3,70 pg/mL, 1,23
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pg/mL, i pri tom kao slepa proba je koris¢en Standard Diluent (0 pg/mL). U skladu sa protokolom,
dodato je po 50 uL rastvora standarda, slepe probe i uzorka u odgovaraju¢e bunari¢e ELISA ploce i
odmah nakon toga po 50 pL reagensa za detekciju A (Detection Reagent A) u svaki bunaric.
Usledila je inkubacija u trajanju od 1 h na temperaturi od 37 °C i uz blago meSanje na Sejkeru.
Nakon inkubacije, aspiriran je rastvor iz svakog bunari¢a koris¢enjem multikanalne pipete, Sto je
bilo praceno ispiranjem (4x) pomoc¢u 350 pL reagensa za ispiranje (1X Wash Solution). Potom je
dodato po 100 uL reagensa za detekciju B (Detection Reagent B) u svaki bunari¢ i ploca je
inkubirana na 37 °C, tokom 30 min. Rastvor iz bunari¢a je zatim aspiriran i izvrSeno je ispiranje
(5x) koris¢enjem 350 ul reagensa za ispiranje. Nakon toga, dodato je po 90 uL 3,3',5,5'-
tetrametilbenzidin (TMB) hromogen supstrata za HRP (Substrate Solution) u svaki bunari¢ i
usledila je inkubacija u mraku, na temperaturi od 37 °C. Razvila se plava boja i reakcija je prekinuta
nakon 10 do 20 min dodatkom 50 pL Stop Solution reagensa. Odmah potom, apsorbancija je
ocitana na 450 nm koris¢enjem ELISA c¢itaca (LKB 5060-006; LKB Instruments Vertriebs GmbH,
Be¢, Austrija). U skladu sa zahtevima proizvodaca, osetljivost imunoeseja iznosi 0,67 pg/mL, opseg
odredivanja je 1,23-100 pg/mL, intra-esej koeficijent varijacije je < 10%, dok je inter-esej
koeficijent varijacije < 12%.

a b C Supstrat d
Supstrat ‘ “euy Promena boje
ey Promena boje
(Supstrat ‘ ( Supstrat
. Sekundarno 1 :
“w¥ Promena boje ) it Promena boje
antitelo
| | Primarno
antitelo Inhibitorni
Vezano antigen
Antigen ) W/ antitelo \J
Direktna ELISA Indirektna ELISA Sendvic ELISA | _Kompetitivna ELISA ‘

Slika 13. Shematski prikaz razli¢itih vrsta ELISA imunoeseja. (a) Direktna ELISA; (b) Indirektna
ELISA; (c) Sendvi¢ ELISA; (d) Kompetitivna ELISA metoda (preuzeto iz reference Fatin i sar., 2016).

3.8. Odredivanje koncentracije IL-6 u plazmi eksperimentalnih
Zivotinja primenom ELISA metode

Prilikom analize koncentracije citokina IL-6, primenom direktne sendvi¢ ELISA (sandwich
enzyme-linked immunosorbent assay) metode, koriséen je komercijalno dostupan kit (Invitrogen,
kat. br. KRC0061, Karlsbad, SAD). Uzorci plazme (120 pL) su najpre razblaZeni uz pomo¢ 120 puL
standardnog pufera za razblaZzivanje (Standard Diluent Buffer). Nakon toga, multikanalnom
pipetom je pipetirano po 50 pL pufera za inkubaciju (Incubation Buffer) u svaki bazenci¢ ELISA
ploc¢e, potom je dodato po 100 pl standarda, kontrola ili pripremljenih uzoraka u odgovarajuce
bazencice i usledila je inkubacija u trajanju od 2 h na 37 °C, uz blago mesanje na Sejkeru. Svaki
naredni korak bio je pracen ispiranjem (4x) bazenci¢a puferom za ispiranje (Working Wash Buffer).
Usledila je inkubacija sa biotinilizovanim anti-1L-6 antitelom (100 uL Rt IL-6 Biotin Conjugate),
tokom 90 min na sobnoj temperaturi i uz blago mesanje na Sejkeru. Potom je dodato po 100 pL
peroksidaze rena konjugovane sa streptavidinom (Streptavidin-HRP Working Solution) u svaki
bazenci¢ i inkubirano 30 min na sobnoj temperaturi, uz mesanje na Sejkeru. Na kraju je dodato po
100 puL hromogena (Stabilized Chromogen) u svaki bazenci¢ i ELISA ploca je inkubirana 30 min
na sobnoj temperaturi, u mraku. Prilikom razvijanja reakcije pojavljuje se plava boja i reakcija se
prekida dodavanjem po 100 pL Stop Solution reagensa u svaki bazenci¢, uz blago muckanje.
Apsorbancija je ocitana na LKB 5060-006 ELISA ¢itacu (LKB Instruments Vertriebs GmbH, Bec,
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Austrija) na talasnoj duzini od 450 nm. Kao slepa proba kori$¢ena je smeSa hromogena (100 pL) i
Stop Solution reagensa (100 pL). Kalibraciona kriva je konstruisana koriS¢enjem razblaZenja
pacovskog IL-6 standarda, slede¢ih koncentracija: 750 pg/mL, 375 pg/mL, 187,5 pg/mL, 93,8
pg/mL, 46,9 pg/mL i 23,5 pg/mL. Osetljivost metode je 5 pg/mL, opseg odredivanja iznosi 23,5—
1500 pg/mL, inter-esej koeficijent varijacije je 6,9% i intra-esej koeficijent varijacije je 3,9%.
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Slika 14. Shematski prikaz direktne sendvi¢ ELISA metode. Prilikom izvodenja metode, Koristi se
ELISA plo¢a obloZena specificnim antitelom za koje se vezuje protein koji se odreduje u uzorku. Nakon
toga, primenjuje se antitelo za detekciju koje se takode vezuje za protein od znacaja. Nakon dodavanja
biotina i streptavidina konjugovanog sa peroksidazom rena (Streptavidin-HRP), u prisustvu hromogena
(supstrata za enzim) razvija se reakcija (preuzeto sa https://www.creative-diagnostics.com/CD-ELISA-
matched-Pair-Development.htm)

3.9. Imunohistohemijska analiza parametara neurogeneze u
hipokampusu

Promene u ekspresiji parametara neurogeneze- nuklearnog faktora Ki-67 i neurotrofina
BDNF, u hipokampusu, pracene su primenom imunohistohemijske metode. Nakon Zrtvovanja
eksperimentalnih Zivotinja, usledilo je izolovanje hipokampusa i fiksacija tkiva u 3,6% rastvoru
formalina, u koji je prethodno dodat fosfatni pufer. Potom, nakon mesec dana provedenih u
formalinu, primenom serije alkohola rastu¢ih koncentracija (60%, 70%, 80%, 90%, 96% i 100%
etanol) sprovedena je dehidratacija tkiva. Na kraju, tkivo je kalupljeno u parafinu (Paraplast, Sigma
Aldrich, kat. br. P3558, SAD) i za dalju imunohistohemijsku analizu pripremljeni su koronalni
preseci mozdanog tkiva kroz ¢itavu rostrokaudalnu regiju hipokampusa. Serijskim secenjem tkiva
na rotacionom mikrotomu, Leica RM2135 (Leica, Nemacka), dobijeni su parafinski preseci debljine
5 pm. Usledila je deparafinizacija i rehidratacija tkiva, sprovodenjem kroz ksilol (3 x 5 min) i seriju
alkohola opadajucih koncentracija (2 x 100%, 96% i 70% etanol, pri ¢emu je u svakom tkivo
provelo 5 min). Nakon ispiranja destilovanom vodom, u cilju demaskiranja epitopa preseci su
inkubirani u mikrotalasnoj peé¢nici (700 W) u 10 mM citratnom puferu (pH=6), tokom 21 min.
Potom su preseci hladeni pod blagim mlazom vode (vodec¢i racuna da mlaz nije usmeren direktno
na tkivo) i ispirani pomoc¢u fosfatnog pufera (eng. phosphate-buffered saline, PBS; pH=7; 3 x 5
min). U cilju inhibicije aktivnosti endogene peroksidaze, tkivni preseci su inkubirani u vlaznoj
komori sa 3% rastvorom vodonik peroksida (H20,), u trajanju od 10 min. Svaka naredna inkubacija
bila je pracena ispiranjem tkivnih preparata koris¢enjem PBS (3 x 5 min). U slede¢em koraku

33


https://www.creative-diagnostics.com/CD-ELISA-matched-Pair-Development.htm
https://www.creative-diagnostics.com/CD-ELISA-matched-Pair-Development.htm

izvrSena je inhibicija nespecificnog vezivanja, inkubacijom tkivnih preseka sa Ultra V Block
(Thermo Scientific™ Lab Vision™) reagensom, u trajanju od 10 min u vlaznoj komori. Usledila je
inkubacija preseka hipokampusa sa primarnim antitelom: ze¢jim poliklonskim anti-Ki-67 (1:3500,
Abcam, Kkat. br. ab15580, Velika Britanija) i ze¢jim poliklonskim anti-BDNF (1: 1300, Abcam, Kat.
br. ab72439, Velika Britanija) antitelom, u vlaznoj komori, na sobnoj temperaturi. Nakon 24 h,
usledilo je ispiranje preseka pomo¢u PBS i inkubacija u trajanju od 15 min sa biotiniliziranim
sekundarnim antitelom. Potom su preseci inkubirani sa streptavidinom konjugovanim sa
peroksidazom rena (Lab Vision™ UltraVision™ LP Detection System, Thermo Fisher Scientific,
kat. br. TL-060-HD, SAD), na sobnoj temperaturi, tokom 20 min. Nakon toga, u cilju vizualizacije,
preseci hipokampusa su inkubirani na sobnoj temperaturi sa hromogenom 3,3'-diaminobenzidinom
(DAB, Peroxidase Detection System, kat. br. RE7120-K, Novocastra, Velika Britanija), u trajanju
od 4 min. Reakcija je pracena pod svetlosnim mikroskopom i okon¢ana uranjanjem plocica sa
presecima u destilovanu vodu. Sprovedeno je kontrastno bojenje preseka Mayer-ovim
hematoksilinom (Sigma Aldrich, kat. br. MHS1, SAD), ispiranje destilovanom vodom i
dehidratacija tkiva kroz seriju alkohola rastuc¢ih koncentracija (70%, 96%, 2 x 100% etanol, pri
¢emu je u svakom tkivo provelo 5 min) i ksilol (3 x 5 min). Na Kraju, na tkivo je nanet medijum
DPX Mountant for histology (Sigma Aldrich, kat. br. 06522, SAD) i preko njega je postavljena
pokrovna ljuspica.

Analiza preparata i odredivanje ekspresije Ki-67 i BDNF, izvrseni su kori§¢enjem
svetlosnog mikroskopa Olympus BX 50 (Olympus Optical Co., GmbH, Hamburg, Nemacka),
opremljenog digitalnom kamerom (SonyPower HAD 3CCD, Tokio, Japan) i softverom
Microlmage, Ver. 4.0. (Olympus Optical Co. GmbH, Hamburg, Nemacka). Broj Ki-67, kao i
BDNF imunopozitivnih ¢elija, odredivan je pod uveliCanjem 400x%, u subgranularnom i
granularnom sloju celija, duz Citave regije dentatnog girusa. Dobijeni rezultati, odnosno broj
imunopozitivnih neurona izraZen je po povriini vidnog polja koja iznosi 0,07 mm?. Ki-67 je
nuklearni faktor i pokazuje jedarnu ekspresiju, dok BDNF ispoljava citoplazmatsku ekspresiju.

3.10.  Odredivanje biometala u prefrontalnom  korteksu
eksperimentalnih Zivotinja metodom plamene atomske apsorpcione
spektrofotometrije

Nakon zrtvovanja, izolovan je prefrontalni korteks eksperimentalnih Zivotinja (5,7-2,7 mm
u odnosu na bregmu) u cilju odredivanja sadrzaja bioelemenata (Mg, Fe, Zn i Cu). Priprema
uzoraka za merenje koncentracije metala izvrSena je digestijom tkiva vlaznim putem, koriS¢enjem
koncentrovanih kiselina, nitratne (HNO3) i perhlorne (HCIO,) (Merck, Darmstad, Nemacka) u
odnosu 4:1. Koncentrovane HNO;3; i HCIO, su bile analitickog stepena ¢istoce i razaranje tkiva je
praceno zagrevanjem na peS¢anom kupatilu. Nakon mineralizacije, uzorci su razblaZzeni pomocu 0,1
mol/L HNOs; i koncentracije ispitivanih bioelemenata u tkivu su odredene metodom plamene
atomske apsorpcione spektrofotometrije na aparatu GBC 932AA (Dandenong, Australija). Prilikom
analize koriS¢ena je oksidaciona vrsta plamena, acetilen-vazduh. Referentni uzorci iz Nacionalnog
biroa standarda (NIST SRM 1577a goveda jetra, National Institute of Standards and Technology,
MD, SAD) su koriS¢eni za validaciju ta¢nosti metode. Radni uslovi na atomskom apsorpcionom
spektrofotometru bili su sledeci:

o Struja lampe: 4 mA (Mg); 5 mA (Fe); 5 mA (Zn); 3 mA (Cu)

o Talasna duzina: 285,2 nm (Mg); 248 nm (Fe); 213,9 nm (Zn); 324,7 nm (Cu)
o Sirina otvora: 0,7 nm (Mg); 0,2 nm (Fe); 0,2 nm (Zn); 0,2 nm (Cu).
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3.11. Imunohistohemijska analiza ekspresije parametara proliferacije
| anti-apoptotskog markera Bcl-2 u miokardu

Nakon zrtvovanja eksperimentalnih Zivotinja, izolovano je srce i za dalju analizu su
koriS¢eni poprecni preseci u predelu vrha i baze srca, ukljucujuéi i slobodni zid leve komore. Tkivo
je fiksirano postupkom imerzije, u 4% formalinu, u koji je prethodno dodat fosfatni puffer (pH=7).
Nakon 5 dana provedenih u formalinu, tkivo je podvrgnuto procesu dehidratacije kroz seriju
alkohola rastu¢ih koncentracija (u 70% 1 96% etanolu po 24 h, potom u 100% alkoholu 2 x 1h),
potom je prebaceno u ksilol i na kraju kalupljeno u parafinu (Paraplast, Sigma Aldrich, kat. br.
P3558, SAD). Za dalju imunohistohemijsku analizu, koriS¢enjem rotacionog mikrotoma, Leica
RM2135 (Leica, Nemacka), pripremljeni su parafinski preseci tkiva, debljine 4 pm. Slede¢i korak
podrazumevao je deparafinizaciju, a potom rehidrataciju tkiva, sprovodenjem preseka kroz ksilol (3
x 5 min) i seriju alkohola opadajuc¢ih koncentracija (2 x 100%, 2 X 96% i 1 x 70% etanol, pri ¢emu
je u svakom tkivo provelo 5 min). Usledilo je ispiranje destilovanom vodom i demaskiranje epitopa
pod uticajem toplote, inkubacijom tkivnih preseka u 10 mM citrathom puferu (pH=6) u trajanju od
21 min u mikrotalasnoj pec¢nici (700 W). Nakon hladenja preseka (pod blagim mlazom vode i pri
tom vode¢i racuna da mlaz nije usmeren direktno na tkivo, 20-30 min) i ispiranja koris¢enjem PBS
(pH=7; 2 x 5 min), inhibirana je aktivnost endogene peroksidaze inkubacijom tkivnih preparata sa
3% rastvorom H;O; (10 min u vlaznoj komori). Svaka inkubacija koja je usledila bila je prac¢ena
ispiranjem tkivnih preseka koris¢enjem PBS (2 x 5 min). U cilju inhibicije nespecifi¢nog vezivanja,
odnosno bojenja, preseci su inkubirani sa komercijalnim Dual Endogenous Enzyme Block
reagensom (Dako, kat. br. S2003, Danska) u vlaznoj komori, na sobnoj temperaturi u trajanju od 10
min. Usledila je inkubacija tkivnih preparata sa odgovaraju¢im primarnim antitelom: ze¢jim
monoklonskim anti-Ki-67 (1:50, Thermo Fisher Scientific, kat. br. MA5-14520, SAD), misjim
monoklonskim anti-PCNA (1:200, Thermo Fisher, kat. br. MS-106-P1, SAD) i misjim
monoklonskim anti-Bcl-2 (1:50, Thermo Fisher, kat. br. MA5-11757, SAD), tokom no¢i, u vlaznoj
komori i na sobnoj temperaturi. Nakon 24 h, preseci su podvrgnuti ispiranju pomo¢u PBS (4 X 5
min), a potom inkubaciji sa polimerom koji je obeleZzen peroksidazom rena (eng. horseradish
peroxidase, HRP) i konjugovan sa sekundarnim antitelom (EnVision™+Dual Link System-HRP,
Dako, kat. br. K4063, Danska), na sobnoj temperaturi, u trajanju od 20 min. Prilikom vizualizacije
imunopozitivnih ¢elija miokarda, primenjen je DAB (Peroxidase Detection System, kat. br. RE
7120-K, Novocastra, Velika Britanija) u trajanju od 1 do 3 min. Reakcija je pracena pod svetlosnim
mikroskopom 1 prekidana po pojavi specifiénog braon bojenja uranjanjem mikroskopskih plocica u
destilovanu vodu. Na kraju je sprovedeno kontrastno bojenje tkivnih preseka Mayer-ovim
hematoksilinom (Sigma Aldrich, kat. br. 1092490500, MHS1, SAD), ispiranje destilovanom vodom
i dehidratacija tkiva kroz seriju alkohola rastu¢ih koncentracija (70%, 96%, 2 x 100% etanol, pri
¢emu je u svakom tkivo provelo 5 min) i ksilol (3 x 5 min). Potom, na tkivo je naneta kap medijuma
DPX (DPX Mountant for histology, Sigma Aldrich, kat. br. 06522, SAD) i postavljena je pokrovna
ljuspica.

Analiza ekspresije markera proliferacije i anti-apoptotskog proteina praéena je u
kardiomiocitima, sr¢anim fibroblastima i vaskularnim endotelnim c¢elijama miokarda. Prilikom
odredivanja broja imunopozitivnih Celija koris¢en je svetlosni mikroskop Olympus BX 50
(Olympus Optical Co., GmbH, Hamburg, Nemacka) i softver Microlmage, Ver. 4.0. (Olympus
Optical Co. GmbH, Hamburg, Nemacka). Analiziran je jedan tkivni presek po Zivotinji i 14
mikroskopskih polja po preseku, pri ¢emu povr§ina vidnog polja iznosi 0,07 mm? (uvelidanje
400x).
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Slika 15. llustracija indirektne imunohistohemijske i direktne imunofluorescentne metode. (A) Princip
indirektne imunohistohemije zasniva se na kori$¢enju primarnog antitela koje se specifi¢no vezuje za antigen
i potom, sekundarnog antitela konjugovanog sa peroksidazom rena (HRP). Reakcija se razvija nakon
dodavanja hromogena- 3,3'-diaminobenzidina (DAB), pri ¢emu se formira obojeni proizvod. (B) Prilikom
izvodenja direktne imunofluorescentne metode primenjuje se antitelo specifi¢cno za antigen obeleZzeno
fluorohromom (preuzeto sa: https://www.leinco.com/immunohistochemistry/).

3.12. Odredivanje dijametra kardiomiocita i pradenje intersticijalne
fibroze miokarda kod eksperimentalnih Zivotinja

U cilju ispitivanja promena u arhitekturi miokarda, izvrsena je vizualizacija argentafilnih
retikulinskih vlakana u srcu primenom retikulin kontrast kita (Biognost, kat. br. RET-100T, Zagreb,
Hrvatska), prema metodi koju su uveli Gordon i Sweets. Detekcija i analiza argentafilnih
retikulinskih vlakana izvrSena je na parafinskim presecima (debljine 4 pm) tkiva miokarda, koji su
fiksirani 1 ukalupljeni na prethodno opisan nacin. Nakon toga, sprovedena je deparafinizacija u
ksilolu (3 x 2 min) i rehidratacija tkiva izlaganjem preseka seriji alkohola opadajuc¢ih koncentracija
(2 x 100%, 2 x 95% i 1 x 70% etanol, i u svakom je tkivo provelo 5 min). Usledilo je ispiranje
preseka destilovanom vodom i potom oksidacija u prisustvu 0,5% kalijum permanganata (KMnOQOy,).
Svaki naredni korak bio je pracen ispiranjem destilovanom vodom. Tkivni preseci su prebaceni u
1% rastvor oksalne kiseline, zatim u rastvor amonijum gvozde sulfata i potom tretirani rastvorom
srebra i amonijaka. Srebro se talozi na retikulinskim vlaknima tkivnih preseka, formirajuci pritom
smede prebojen talog. Nakon toga, preseci su tretirani 4% formaldehidom, kao redukuju¢im
sredstvom koje ubrzava reakciju, i potom izloZzeni 0,2% rastvoru hlorida zlata. Primenom natrijum
tiosulfata uklonjeno je nevezano srebro. Na kraju, tkivni preseci su tretirani kontrastnom bojom
(Nuclear Fast Red) koja ulazi u sastav komercijalnog kita, izvrSena je dechidratacija tkiva
kori$¢enjem serije alkohola rastuc¢ih koncentracija (70%, 95%, 2 x 100% etanol, i u svakom je tkivo
provelo 5 min) i ksilola (3 x 5 min), na preseke je nanet medijum DPX (DPX Mountant for
histology, Sigma Aldrich, kat. br. 06522, SAD) i postavljene su pokrovne ljuspice. Vizualizacija
retikulinskih vlakana (kolagena vlakna tip 3), opisanom metodom, sprovedena je u svrhu
odredivanja dijametra kardiomiocita, ali i koli¢ine endomizijalnog vezivnog tkiva U Srcu
eksperimentalnih zivotinja. Na dobijenim tkivnim presecima izvrSeno je merenje transnuklearnog
dijametra longitudinalno orijentisanih kardiomiocita i odredivana je povrsina retikulinskih vlakana
u intersticijumu, indikativna za razvoj intersticijalne fibroze miokarda. Prilikom ispitivanja
navedenih parametara koris¢en je svetlosni mikroskop Olympus BX 50 i racunarski softver
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Microlmage, Ver. 4.0. Za svaku eksperimentalnu zivotinju analiziran je po jedan tkivni preparat i
pomenuti parametri odredivani su na 100 nasumi¢no odabranih ¢elija po preparatu (uveliCanje
400x). Povrsina retikulinskih vlakana, kao pokazatelj sadrzaja deponovanog kolagena u srcu,
izmerena je povla¢enjem kontura oko kardiomiocita, na prethodno generisanim fotomikrografijama
uz primenu Microlmage, Ver. 4.0 softvera.

3.13. Odredivanje vijabilnosti kardiomiocita u ¢elijskim kulturama

U cilju odredivanja vijabilnosti ¢elija, izvrSena je kvantifikacija adenozin-trifosfata (eng.
adenosine triphosphate, ATP) u pojedina¢nim sferoidima humanih kardiomiocita. Smatra se da je
ATP marker vijabilnosti, jer upucuje na prisustvo metabolicki aktivnih ¢elija. Prilikom analize
nivoa ATP koriS¢en je komercijalno dostupan kit pod nazivom CellTiter-Glo® Luminescent Cell
Viability Assay (Promega, kat. br. G7571, Svedska). Prvi korak predstavlja priprema radnog
reagensa, koja podrazumeva rekonstituisanje liofiliziranog supstrata (CellTiter-Glo® Substrate) uz
pomo¢ pufera (CellTiter-Glo® Buffer). Potom, koriS¢enjem elektronske multikanalne pipete
aspirirano je 80 uL medijuma iz svakog bunarica ULA ploce i dodato po 25 pL radnog reagensa u
svaki. Nakon toga, ploCe su postavljene na kratko na Sejker (15 sec), a zatim su prebacene u
inkubator (37 °C, 20 min). Luminescencija je o€itana na instrumentu MicroBeta2 LumiJET
Microplate Reader (PerkinElmer, SAD) i signal je direktno proporcionalan koli¢ini ATP. Princip
eseja se zasniva na reakciji u kojoj termostabilna luciferaza u prisustvu ATP konvertuje luciferin u
oksiluciferin, pri ¢emu se emituje svetlo. Prilikom kvantifikacije ATP opisanom metodom, svaki
korak se izvodi u mraku.

3.14. Odredivanje kaspaze 3 u sferoidima humanih kardiomiocita

Prilikom odredivanja aktivnosti kaspaze 3 koriSéen je komercijalno dostupan kit pod
nazivom Caspase-Glo® 3/7 Assay (Promega, kat. br. G8093, Svedska) i luminescencija je merena
na aparatu MicroBeta2 LumiJET Microplate Reader (PerkinElmer, SAD). Najpre je pripremljen
radni reagens rekonstituisanjem liofiliziranog supstrata (Caspase-Glo® 3/7 Substrate) uz pomoc¢
komercijalnog pufera (Caspase-Glo® 3/7 Buffer). Potom je aspirirano po 80 uL medijuma za
¢elijske kulture iz svakog bunari¢a ULA ploce i dodato je po 25 puL radnog reagensa u svaki. ULA
ploce su postavljene na Sejker (15 sec), zatim prebacene u inkubator (37 °C, 30 min) i na kraju je
izmerena luminescencija. Reakcije su izvodene u mraku i princip je zasnovan na konverziji
proluciferina posredovanoj kaspazom 3 u aminoluciferin, supstrat za luciferazu u reakciji u kojoj se
oslobada svetlost. Intenzitet luminescencije je direktno proporcionalan aktivnosti kaspaze 3.
Steroidi kardiomiocita tretirani 1 pM rastvorom staurosporina (Sigma Aldrich, kat. br. S6942,
Svedska), tokom 24 h, kori§¢eni su kao pozitivna kontrola. Naime, staurosporin je alkaloid izolovan
iz Streptomyces staurosporeus i poznato je njegovo svojstvo potentnog, neselektivnog inhibitora
protein kinaza i indukcije apoptoze.

3.15. Imunohistohemijska analiza sferoida kardiomiocita

Nakon ekstrakcije sferoida kardiomiocita (8 sferoida po tretmanu), usledila je fiksacija u 4%
formaldehidu tokom 24 h, na temperaturi od 4 °C. Sutradan, nakon ispiranja koris§¢enjem PBS,
izvrSen je transfer sferoida u sveze pripremljen 30% rastvor saharoze. Sledec¢i korak podrazumevao
je smrzavanje uzoraka, kori§¢enjem izopropanola i suvog leda (-78 °C), i u prisustvu
odgovarajuceg, komercijalno dostupnog matriksa Tissue-Tek OCT compound (Sakura, Holandija).
Potom, za dalju analizu, na kriostatu (Microm HM 560 Cryostat, Thermo Scientific, SAD) su
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nacinjeni kriopreseci sferoida kardiomiocita debljine 8 pm. Prilikom imunohistohemijskog
odredivanja ekspresije strukurnih proteina sferoida koriS¢ena su primarna antitela: zec¢je poliklonsko
anti-a-aktinin (1:200, Abcam, kat. br. ab137346, Velika Britanija) i misje monoklonsko anti-F-aktin
(1:50, Abcam, kat. br. ab205, Velika Britanija). Inkubacija kriopreseka sa primarnim antitelima
trajala je 24 h, u vlaznoj komori i na temperaturi od 4 °C. Nakon toga, usledila je inkubacija sa
sekundarnim antitelima: kozjim anti-ze¢jim Alexa Fluor 488 (1:500, Invitrogen, kat. br. A27034,
SAD) i magare¢im anti-misjim Alexa Fluor 555 (1:500, Invitrogen, kat. br. A-31570, SAD). Na
kraju, na kriopreseke je nanet pokrovni medijum ProLong® Gold Antifade Mountant sa DAPI
nuklearnom bojom (Thermo Fisher Scientific, kat. br. P36931, SAD) i fluorescencija je detektovana
koris¢enjem konfokalnog mikroskopa (Zeiss LSM710, Nemacka).

3.16. Izolacija RNK humanih kardiomiocita ¢elijskih kultura i lan¢ana
reakcija polimerizacije u realnom vremenu (Real-time polymerase
chain reaction, RT-PCR)

Metoda lancane reakcije polimerizacije (RT-PCR) primenjena je u cilju odredivanja
ekspresije gena koji kodiraju proteine od klju¢nog znacaja za kontraktilnu funkciju kardiomiocita.
Naime, analizirana je ekspresija MYL2 (kodira regulatorni laki lanac miozina 2), MYL7 (kodira
atrijalni laki lanac miozina 2), kao i PLN (kodira fosfolamban, odnosno protein koji regulise
funkciju kalcijumove pumpe na sarkoplazmatskom retikulumu). Pored toga, pracena je ekspresija
gena NKX2.5 koji kodira transkripcioni faktor NK2 homeobox 5 protein, prisutan u periodu
organogeneze i neophodan za razvoj srca. Na kraju, odredivan je i MKI67 koji kodira nuklearni
protein Ki-67. Ekspresija svih navedenih gena normalizovana je u odnosu na ACTB (housekeeping
gene) koji kodira beta aktin.

Tabela IV. Prikaz gena, uklju¢ujudi i kataloske brojeve, ¢ija je ekspresija odredivana u istraZivanju.

TagMan esej Kataloski broj
(Thermo Fisher Scientific)

MYL2 Hs00166405_m1
MYL7 Hs01085598 g1

PLN Hs01848144 sl
MKI67 Hs04260396_g1
NKX2.5 Hs00231763 m1
ACTB Hs01060665_g1

3.16.1. Ekstrakcija RNK humanih kardiomiocita 2D i 3D ¢elijskih kultura

U postupku ekstrakcije RNK koris¢en je ZR-Duet™ DNA/RNA MiniPrep kit (Zymo
Research, kat. br. D7001, SAD). Nakon ekstrakcije ¢elija, odnosno sferoida kardiomiocita (48-56
sferoida po tretmanu) i centrifugiranja uzoraka (250%g, 5 min), pazljivo je uklonjen medijum i
dodato je 300 uL pufera za liziranje celija (DNA/RNA Lysis Buffer). Nakon resuspendovanja
taloga u puferu, izvrSen je transfer u SpinllIC kolone i centrifugiranje uzoraka (16 000xg, 1 min).
DNK se selektivno vezuje za kolonu, dok RNK prolazi u takozvanu Collection Tube u koju se
potom dodaje 300 uL 99% etanola i nakon meSanja izvrSi se transfer u SpinlIC kolonu i
centrifugiranje (16 000xg, 1 min). Nakon toga, u kolonu se dodaje 400 uLL DNA/RNA Prep Buffer
reagensa i centrifugira (16 000xg, 1 min), zatim se kolona ispira koris¢enjem 700 pL DNA/RNA
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Wash Buffer reagensa i ponovo centrifugira (16 000xg, 1 min). Sledi novo ispiranje uz pomo¢
DNA/RNA Wash Buffer reagensa (400 pL), centrifugiranje (16 000xg, 2 min) i transfer kolone u
novu ependorficu. Potom je dodato 25 uL vode oslobodene DNAza u matriks kolone, inkubirano na
sobnoj temperaturi 1 min i centrifugirano (10 000xg, 1 min). Uzorci su zatim prebaceni na led,
koncentracija RNK je merena na NanoDrop spektrofotometrijskom uredaju (Thermo Scientific,
SAD) i apsorbancija je o¢itavana na 260 nm.

3.16.2. Sinteza komplementarne DNK (cDNK)

Reverzna transkripcija RNK u c¢DNK izvrSena je koriS¢enjem SuperScript Il reverse
transcriptase kita (Thermo Fisher Scientific, kat. br. 18080044, SAD). Najpre su pripremljene
smeSe Mastermix A c¢ije su komponente uzorak, Oligo(dt)20 (50 pM) prajmer i rastvor
deoksinukleotid trifosfata (10 mM dNTP Mix). Mastermix A je pripremljen tako da njegova ukupna
zapremina (13 pL) sadrzi 500 ng RNK. Usledila je inkubacija na temperaturi od 65 °C u trajanju od
5 min i hladenje na ledu najmanje 1 min. U meduvremenu je pripremljena smesa Mastermix B koja
sadrzi sledece komponente: 5X first-strand buffer (250 mM Tris-HCI, 375 mM KCI, 15 mM
MgCly), 0,1 M DTT (1,4-ditiotreitol), RNaseOUT 40 u/uL (rekombinantni inhibitor ribonukleaze) i
Supertranscript 1l RT 200 U/uL (reverzna transkriptaza). Mastermix B je potom dodat u
Mastermix A i nakon mesSanja pipetiranjem, usledila je inkubacija na temperaturi od 50 °C u
trajanju od 50 min. Uredaj koji je koris¢en je GeneAMP PCR9700 (Thermo Fisher Scientific,
SAD). Reakcija je okoncana inkubacijom na temperaturi od 85 °C, tokom 5 min, uzorci su izvadeni,
hladeni na ledu i potom ¢uvani na -20 °C.

3.16.3. Lancana reakcija polimerizacije u realnom vremenu (RT-PCR)

Ekspresija relevantnih gena odredivana je RT-PCR metodom koris¢enjem TagMan
Universal PCR Master Mix kita (Thermo Fisher Scientific, SAD) i TagMan proba (Thermo Fisher
Scientific, SAD). Najpre su uzorci cDNK (20 pL) razblazeni vodom oslobodenom od DNAza (30
uL). Potom je pripremljen master mix, u ¢iji sastav su ulazile slede¢e komponente: 2x Tagman
mastermix, 20x probe i voda. Master mix je nanoSen na PCR ploc¢u (po 8 uL u svaki bunaric),
dodate su cDNK uzoraka (po 2 uL u svaki bunari¢), ploce su pokrivene i centrifugirane (1000 rpm,
1 min). PCR reakcija je izvodena na Applied Biosystems™ 7500 Real-Time PCR System (Thermo
Fisher Scientific, SAD) uredaju, po slede¢em protokolu: 10 min na 95 °C, praceno sa 40 ciklusa na
95 °C po 15 s i na 60 °C po 1 min. Reakciona zapremina je iznosila 20 pL i uzorci su radeni u
duplikatu. Prilikom analize rezultata koris¢ena je AACt metoda.

3.17. Statisti¢cka obrada rezultata

U prvoj eksperimentalnoj fazi vrednosti parametara iz bihejvioralnih testova, telesna masa
Zivotinja, apsolutna i relativna masa nadbubreznih Zlezda, kao i rezultati imunohistohemijskog
odredivanja ekspresije BDNF i Ki-67 u hipokampusu, analizirani su dvofaktorskom ANOVOM,
gde su faktori bili tretmani: ACTH i Mg. Koncentracije hormona i citokina IL-6 u plazmi, bez i sa
izlaganjem akutnom stresu indukovanim primenom FST, analizirane su trofaktorskom ANOVOM,
gde su faktori bili tretmani- ACTH i Mg, kao i FST. U cilju ispitivanja zasebnih efekata faktora,
svaka ANOVA je bila pracena post hoc procedurom visestrukog poredenja testom najmanje
znacajne razlike (LSD, Least Significant Difference).

U drugom setu eksperimenata analiza razlika u ekspresiji parametara proliferacije i fibroze u
miokardu izvrSena je primenom jednofaktorske ANOVA metode, pracene LSD testom. U cilju
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poredenja koncentracija bioelemenata u prefrontalnom korteksu izmedu razli¢itih eksperimentalnih
grupa, primenjena je dvofaktorska ANOVA metoda, gde su faktori bili tretmani: ACTH i Mg.
Prilikom utvrdivanja veze izmedu koncentracije bakra u prefrontalnom korteksu i nivoa
noradrenalina u plazmi koriS¢ena je Spirmanova korelacija.

U tre¢oj eksperimentalnoj fazi analiza vijabilnosti ¢elija, kao i aktivnosti kaspaze 3, izvrSena
je primenom Studentovog t testa.

Prilikom statistiCke analize rezultata prve i druge eksperimentalne faze koriséen je softver
PASW Statistics, verzija 18 (SAD), dok je za obradu podataka iz tre¢e faze istrazivanja primenjen
Microsoft Excel 2010. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna greska (SEM) i u
svim testovima su vrednosti p < 0,05 smatrane statisticki znac¢ajnim.
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4. REZULTATI

4.1. Prva eksperimentalna faza

4.1.1. Efekti primene ACTH i Mg na telesnu i masu nadbubreZne Zlezde
eksperimentalnih Zivotinja

U modelu depresije, dugotrajna izlozenost tretmanu sa adrenokortikotropnim hormonom je
bila pracena smanjenjem telesne mase eksperimentalnih Zivotinja, kao i hipertrofijom nadbubrezne
zlezde. Prilikom analize rezultata primenom dvofaktorske ANOVA metode, otkriveno je da
smanjenje telesne mase kao efekat tretmana adrenokortikotropnim hormonom, kao i interakcija
izmedu ACTH i Mg pokazuju statisticki trend (Fs21=3,50, p=0,067, np2=0,06 i F521=3,61, p=0,063,
np>=0,06, redom). Naime, primeéeno je da se telesna masa muzjaka pacova ACTH grupe, nakon
tretmana u trajanju od tri nedelje, znacajno razlikovala u poredenju sa masom zivotinja iz kontrolne
grupe (p=0,010; d=1,25). Sa druge strane, pokazano je da je peroralna primena Mg, u trajanju od 28
dana, inhibirala pomenuti efekat ACTH. Naime, zivotinje koje su bile podvrgnute kombinovanom
tretmanu ACTH/Mg imale su znacajno vecu telesnu masu u poredenju sa ACTH grupom (p=0,045;
d=0,66). Pored toga, hroni¢na primena ACTH indukovala je promene u masi nadbubrezne zlezde,
koje se ogledaju u povecanju apsolutne i relativne mase (Fs1,=17,84, p=0,000, np2:0,26 i
Fs11=10,23, p=0,002, np2=0,17, redom), odnosno hipertrofiji adrenalne Zlezde. Naime, poveéanje
relativne mase nadbubrezne zlezde primeceno je u ACTH grupi u poredenju sa kontrolnom grupom
(p=0,025; d=0,94), ali i kod Zivotinja izlozenih kombinovanom tretmanu sa ACTH/Mg u poredenju
sa Mg grupom (p=0,001; d=1,33). Takode, kod Zivotinja iz ACTH/Mg grupe uoceno je i povecanje
apsolutne mase nadbubrezne zlezde, u odnosu na Mg grupu (p=0,001; d=1,14). Svi pomenuti
rezultati, odnosno uticaj razli¢itih tretmana na telesnu i masu nadbubrezne Zlezde Zivotinja,
prikazani su u Tabeli V.

Tabela V. Uticaj hroni¢ne primene ACTH i Mg na telesnu masu, apsolutnu i relativhu masu
nadbubreZne Zlezde muzjaka pacova. Rezultati su analizirani primenom dvofaktorske ANOVA metode i
predstavljeni su kao srednja vrednost = SEM. * (p<0,05) i ** (p<0,01), u poredenju sa Kontrolom (a), Mg (b)
i ACTH grupom (c).

Parametar Kontrola Mg ACTH ACTH/Mg

Telesna masa (g) 455,36 + 10,16 445 + 7,98 411,93 + 8,4*® 44536 + 17,124

Masa nadbubrezne

. 30,06 + 2,33 26,25 + 2,65 34,79 +2.53 39,43 + 3,48*®
zlezde (mg)

Relativna masa

. 0,066 + 0,005 0,059 + 0,006 0,084 + 0,006™® 0,087 + 0,005*®
nadbubrezne zlezde
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4.1.2. Uticaj hroni¢ne primene magnezijuma na promene u ponasanju Zivotinja
u modelu depresije rezistentne na primenu tricikli¢nih antidepresiva

4.1.2.1. Ponasanje eksperimentalnih Zivotinja u testu otvorenog polja (eng. Open field test,
OFT)

Primena testa otvorenog polja imala je za cilj ispitivanje proanksiogenog dejstva
adrenokortikotropnog hormona, kao i uticaja hroni¢ne primene magnezijuma na ponasanje
eksperimentalnih zivotinja. Naime, dvofaktorska ANOVA je pokazala da ni Mg, ni ACTH, kao ni
njihova kombinovana primena nisu ispoljili znacajne efekte na ukupan predeni put zZivotinja u testu
otvorenog polja (F2s1=0,01, p=0,930, mp?=0.00; F41=2,73, p=0,112, np°=0,10 i F,41=0,35,
p=0,558, np°=0,01, redom), §to upuéuje da tretmani nisu uticali na lokomotornu aktivnost pacova
(Slika 16A).
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Slika 16. Magnezijum ispoljava aktivnost anksiolitika u modelu depresivnog ponasanja indukovanog
dugotrajnom primenom ACTH kod muZjaka pacova. Promene u ponasanju zivotinja, odnosno efekti
primene ACTH (10 pg/dan, 21 dan, s.c.), kao i Mg (300 mg magnezijuma/L, 28 dana, per 0s), praceni su
odredivanjem slede¢ih parametara u testu otvorenog polja (OFT): (A) ukupnog predenog puta (m), (B)
predenog puta u centralnoj zoni (m) i (C) vremena provedenog u centralnoj zoni (s). Rezultati su analizirani
primenom dvofaktorske ANOVA metode i prikazani su kao srednje vrednosti + standardna greska, kao i
pojedina¢ne vrednosti za svaku zivotinju. * (p <0,05) 1 ** (p <0,01).
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Pokazano je, medutim, da je hronicna primena ACTH za posledicu imala znacajno
redukovano vreme provedeno u centralnoj zoni polja, kao i skra¢eni put preden u ovoj zoni
(F241=5,50, p=0,028, mp°=0,19 i F2:=10,93, p=0,003, np=0,31, redom). Sa druge strane,
interakcija izmedu ACTH i1 Mg je ispoljila statisticku znaCajnost u pogledu predenog puta u
centralnoj zoni (F41=5,13, p=0,033, np2:0,18). Zivotinje iz ACTH grupe su presle znacajno kraéi
put u centralnom delu polja (Slika 16B) i manje vremena su provodile u ovoj zoni (Slika 16C) u
poredenju sa kontrolama (p=0,013, d=1,33 i p=0,001, d=1,17, redom), §to upucuje na ponasanje
sli¢no anksioznosti. Primena Mg je ispoljila anksioliti¢ki efekat i dovela do znacajnog povecanja
vremena provedenog u centralnoj zoni kod ACTH/Mg Zivotinja u poredenju sa ACTH grupom
(p=0,047; d=1,25), kao sto je prikazano na Slici 16C.

4.1.2.2. Ponasanje eksperimentalnih Zivotinja u testu forsiranog plivanja (eng. Forced swim
test, FST)

Analiza parametara ispitivanih u testu forsiranog plivanja, upucuje na antidepresivne efekte
magnezijuma u modelu depresivnog ponasanja indukovanog hroni¢nom primenom hormona stresa-
ACTH kod pacova.

Naime, primena ACTH dovela je do povecanja vremena imobilnosti u toku FST (F24,1=6,43,
p=0,018, np?=0,21), tako da je kod Zivotinja ACTH grupe pomenuti parametar bio znatajno veéi u
poredenju sa kontrolnom grupom (p=0,009; d=1,71). Smatra se da opisana promena u ponasanju
pacova, odnosno takozvano "despair-like behavior”, odrazava osecaj bespomocnosti prisutan kod
Zivotinja izlaganih hormonu stresa. Dugotrajna primena Mg dovela je do znafajnog smanjenja
vremena imobilnosti kod ACTH/Mg u odnosu na ACTH Zivotinje (p=0,031; d=1,12), kao §to je
predstavljeno na Slici 17A.

Ponavljana primena Mg kod zivotinja produzila je latentni period do prve pojave imobilnosti
(F24,1=8,65, p=0,007, np2:0,27) I uoCena je znacajna interakcija izmedu ACTH i Mg tretmana
(F241=7,57, p=0,011, np2=0,24). Navedeni efekat manifestovao se kao znaCajno povecanje
latentnog perioda kod Zivotinja izlozenih Mg tretmanu u odnosu na kontrole (p=0,000; d=2,00), ali i
ACTH/Mg grupu (p=0,001; d=1,94) (Slika 17B). Pored toga, pokazana je znacajna interakcija
izmedu ACTH i Mg (F241=11,62, p=0,002, np2=0,33) u pogledu vremena koje su Zivotinje provele
propinjuéi se na zidove cilindra u toku FST. Zivotinje Mg grupe provodile su vise vremena u
aktivnom trazenju izlaza iz cilindra i penjanju uz staklene zidove u odnosu na kontrole (p=0,007;
d=1,50), ali i ACTH/Mg grupu (p=0,000; d=2,60). Sa druge strane, uocen je trend smanjenja 0vOg
parametra kod ACTH/Mg u poredenju sa ACTH grupom (p=0,076; d=1,05) (Slika 17C).

Tokom izvodenja FST, ACTH 1 Mg tretmani su pokazali znacajnu interakciju 1 u pogledu
vremena koje su Zivotinje provele u plivanju (Fz41=11,05, p=0,003, np°=0,32). Naime, Zivotinje
izlozene hroni¢noj primeni ACTH provele su znac¢ajno manje vremena U plivanju, u odnosu na
kontrole (p=0,026; d=1,22), ali i ACTH/Mg grupu (p=0,033; d=1,20). Pored toga, vreme provedeno
u plivanju bilo je redukovano i kod Zivotinja Mg u odnosu na ACTH/Mg grupu (p=0,029; d=1,30),
ali i kontrole (p=0,023, d=1,31), §to je prikazano na Slici 17D.

43



150 - 200
O ik * * % % * %
= ' = 150
S 1004 8 .
b (D .
E - S 1004
5 504 ° i . =i b % . s 5
£ T I = J
N S oo | i
0 0
C D
200 400 " "
P % % %k %k %k —_
r B B B -
Co .
S5 100+ T = 200 T R
2 8 1 I = N
g 50- I £ 1004
0 , 0

[JIKontrola [_JACTH
1Mg [JACTH/Mg

Slika 17. Antidepresivni efekat magnezijuma u modelu depresivnog ponasanja indukovanog
hroni¢nom primenom ACTH kod muZjaka pacova. Bihejvioralni efekti ACTH (10 pg/dan, 21 dan, s.c.) i
Mg (300 mg magnezijuma/L, 28 dana, per 0s) tretmana ispitivani su primenom testa forsiranog plivanja
(FST) i pracenjem slede¢ih parametara: (A) vremena imobilnosti (s), (B) latentnog perioda do prve pojave
imobilnosti (s), (C) vremena koje Zivotinja provede u propinjanju i penjanju uz zidove cilindra (s) i (D)
vremena tokom kog Zivotinja pliva (S). Rezultati su analizirani primenom dvofaktorske ANOVA metode i
prikazani su kao srednje vrednosti + standardna greska, kao i pojedinacne vrednosti za svaku zivotinju. ~ (p
<0,10); * (p <0,05), ** (p < 0,01) i *** (p < 0,001).

4.1.3. Efekti hroni¢ne primene magnezijuma i akutnog stresa na nivo biogenih
amina u plazmi zivotinja u modelu depresije rezistentne na primenu tricikli¢nih
antidepresiva

Analizom koncentracije kateholamina i serotonina u plazmi ispitivan je uticaj dugotrajne
primene Mg kod pacova izlozenih hroni¢nom tretmanu sa ACTH, kao i efekti akutnog stresa u vidu
FST, na promene navedenih parametara.
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4.1.3.1. Promene u koncentraciji adrenalina u plazmi eksperimentalnih Zivotinja

Naime, primena trofaktorske ANOVA metode pokazala je da su Mg tretman, kao i akutni
stres indukovan izlaganjem glodara testu forsiranog plivanja, doveli do znacajnog porasta
koncentracije adrenalina u plazmi (Fas1=8,37, p=0,006, np®=0,16 i Fs1=51,15, p=0,000, np°=0,54,
redom). Pored toga, otkrivena je i znacajna interakcija izmedu Mg i FST kao faktora (Fa4,1=6,80,
p=0,012, np?=0,13). Prema tome, nakon izlaganja FST, koncentracija adrenalina u plazmi je bila
znacajno povisena kod kontrola (p=0,006; d=1,23), Mg (p=0,000; d=5,86) i ACTH/Mg (p=0,000;
d=1,91) zivotinja, u odnosu na odgovarajue vrednosti zivotinja koje su bile izloZene istim
tretmanima, ali ne i akutnom stresu (Slika 18A). Takode, kod Zivotinja podvrgnutih akutnom stresu
u formi FST, nivo adrenalina u plazmi je bio znacajno ve¢i u Mg grupi u odnosu na kontrole
(p=0,010; d=1,03), kao i u ACTH/Mg grupi u odnosu na ACTH zivotinje (p=0,007; d=1,14), §to je
predstavljeno na Slici 18A.

4.1.3.2. Promene u koncentraciji noradrenalina u plazmi eksperimentalnih Zivotinja

Trofaktorska ANOVA je otkrila znac¢ajno smanjenu koncentraciju noradrenalina u plazmi
glodara dugotrajno izloZenih tretmanu sa ACTH (Fa41=4,21, p=0,046, np>=0,09). Nasuprot tome,
Mg tretman i akutni stres su indukovali znacajni porast nivoa noradrenalina kod Zivotinja
(Fas1=11,30, p=0,002, np?=0,20 i F441=25,60, p=0,000 and np’=0,37, redom). Pri tom, sledeée
interakcije su pokazale statisticku znagajnost: ACTH X FST (Fas1=4,71, p=0,035, np>=0,10) i Mg x
FST (F441=9,58, p=0,003, np°=0,18). U skladu s tim, pokazano je da je kod Zivotinja izloZenih
forsiranom plivanju nivo noradrenalina u plazmi bio zna¢ajno veci u poredenju sa Zivotinjama koje
nisu bile podvrgnute akutnom stresu, u Mg (p=0,000; d=2,30), kao i u ACTH/Mg grupi (p=0,041,;
d=2,25), sto je prikazano na Slici 18B. Pored toga, kod glodara izloZzenih FST, Mg je indukovao
znacajan porast koncentracije noradrenalina u plazmi u Mg grupi u odnosu na kontrole (p=0,000;
d=1,44), kao i trend povecanja kod ACTH/Mg Zivotinja u poredenju sa ACTH grupom (p=0,070;
d=1,38). Takode, kod pacova podvrgnutih forsiranom plivanju, nivo noradrenalina u plazmi u
ACTH/Mg grupi je bio zna¢ajno nizi u odnosu na Mg grupu (p=0,001; d=1,27) (Slika 18B).

4.1.3.3. Promene u koncentraciji serotonina u plazmi eksperimentalnih Zivotinja

Prilikom odredivanja koncentracije serotonina, ustanovljeno je da je glavni efekat hroni¢ne
primene ACTH bio znacajan pad nivoa ovog biogenog amina u plazmi (F471=4,07, p=0,049,
np?=0,08). Sa druge strane, otkriveno je da su Mg tretman, kao i FST, indukovali znaCajan porast
koncentracije serotonina (F47.1=6,73, p=0,013, np°=0,13 i F471=22,78, p=0,000, np=0,33, redom).
Pri tom, sledece interakcije su pokazale statisticku znacajnost: Mg x ACTH (F471=8,21, p=0,006,
np?=0,15); Mg x FST (F471=9,15, p=0,004, np*=0,16) and Mg x ACTH x FST (F47:=9,43, p=0,004,
np2=0,17). Povecanje nivoa serotonina u plazmi usled izlaganja glodara akutnom stresu u formi
FST, dostiglo je statistiCku znacajnost samo kod Zivotinja izloZenih dugotrajpom Mg tretmanu
(p=0,000; d=1,85), §to je predstavljeno na Slici 18C. Pored toga, nakon forsiranog plivanja,
koncentracija serotonina je bila znac¢ajno ve¢a u Mg grupi u poredenju sa kontrolama 1 ACTH/Mg
zivotinjama (p=0,000, d=1,68 i p=0,000, d=1,38, redom) (Slika 18C).

Detaljan prikaz rezultata statisticke analize koncentracija biogenih amina u plazmi muzjaka
pacova dat je u Tabeli VI.
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Slika 18. Dugotrajna primena magnezijuma indukuje porast koncentracije biogenih amina kod
muzjaka pacova prilikom izlaganja ovih Zivotinja akutnom stresu. Randomizovanom raspodelom svaka
eksperimentalna grupa podeljena je na dve podgrupe, odnosno Zivotinje koje su bile izloZene testu forsiranog
plivanja (FST), sto predstavlja akutni stres za glodare i Zivotinje koje nisu podvrgnute akutnom stresu (-
FST). Prilikom ispitivanja efekata hroniénih ACTH (10 pg/dan, 21 dan, s.c.) i Mg (300 mg magnezijuma/L,
28 dana, per os) tretmana, kao i promena indukovanih izlaganjem zivotinja FST, pracene su koncentracije
slede¢ih parametara u plazmi pacova: (A) adrenalina, (B) noradrenalina i (C) serotonina. Rezultati su
analizirani primenom trofaktorske ANOV A metode i prikazani su kao srednje vrednosti & standardna greska,
kao i pojedinacne vrednosti za svaku zivotinju. Oznake na samim graficima predstavljaju znacajnosti,
odnosno razlike izmedu eksperimentalnih grupa, dok su na desnoj strani Slike prikazane razlike izmedu
nestresiranih i stresiranih Zivotinja (-FST vs +FST). ~ (p < 0,10); * (p < 0,05), ** (p < 0,01) i *** (p <
0,001).

46



Tabela VI. Uticaj dugotrajne primene Mg na koncentracije kateholamina i serotonina u plazmi u
modelu depresije indukovanom hroni¢nim tretmanom Zivotinja sa ACTH. Predstavljeni su rezultati
trofaktorske ANOVE, odnosno glavni efekti Mg tretmana, ACTH tretmana i akutnog stresa, u obliku FST,
na koncentracije biogenih amina u plazmi, kao i interakcije ovih faktora.

Parametar Trofaktorska ANOVA = Parcijalni Eta
glavni efekti P kvadrat
Mg F441=8,37 0,006 0,16
ACTH F44’1:1,17 0,286 0,03
FST F11=51,15 | 0,000 0,54
. Interakcija: Mg x ACTH F441=0,04 0,847 0,00
Adrenalin —
Interakcija: Mg x FST F41=6,80 0,012 0,13
Interakcija: ACTH x FST Fu41=2,24 0,142 0,05
Interakcua:Fl\él_Iq X ACTH x Fas 10,01 0,039 0,00
Mg F4411:11,30 0,002 0,20
ACTH Fu41=4,21 0,046 0,09
FST F441=25,60 | 0,000 0,37
Noradrenalin Interakcija: Mg x ACTH F41=0,97 0,331 0,02
Interakcija: Mg x FST F441=9,58 0,003 0,18
Interakcija: ACTH x FST Fa41=4,71 0,035 0,10
Interakcua:Fl\él_Ig_ X ACTH x Fue1=3.12 0,085 0,07
Mg F471=6,73 0,013 0,13
ACTH F471=4,07 0,049 0,08
FST F471=22,78 | 0,000 0,33
Serotonin Interakcija: Mg x ACTH F471=8,21 0,006 0,15
Interakcija: Mg x FST F471=9,15 0,004 0,16
Interakcija: ACTH x FST F471=3,18 0,081 0,06
Interakcua:Fl\éHg_ X ACTH x Fu7129,43 0,004 0,17

4.1.4. Efekti ponavljane primene magnezijuma i izlaganja eksperimentalnih
Zivotinja forsiranom plivanju na parametre aktivnosti HPA ose u modelu
depresije rezistentne na primenu triciklicnih antidepresiva

U svrhu ispitivanja uticaja magnezijuma na neuroendokrine promene u modelu
hiperaktivnosti HPA osovine, koji se danas smatra i modelom depresivnog ponasanja, analizirane su
koncentracije ACTH, kortikosterona, kao i citokina IL-6, u plazmi zivotinja. Pored toga, ispitivan je
i efekat akutnog stresa kod ovih Zivotinja, indukovan izlaganjem forsiranom plivanju. Stoga,
randomizovanom raspodelom svaka eksperimentalna grupa (n=14) je podeljena u dve podgrupe
(n=7). Pri tom, 28-0g dana eksperimenta, jedna podgrupa je bila izlozena OFT (10 min) koji za
glodare ne predstavlja znac¢ajan stres, dok je druga podgrupa zivotinja podvrgnuta FST u trajanju od
5 min.
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4.1.4.1. Promene u koncentraciji ACTH u plazmi eksperimentalnih Zivotinja

Trofaktorska ANOVA je pokazala znaCajno smanjenu koncentraciju ACTH u plazmi
Zivotinja kao efekat hroni¢ne primene Mg (Fs51=182,94, p=0,000, np?=0,79), kao i interakciju
izmedu ACTH tretmana i Mg tretmana kao faktora (Fag:=61,24, p=0,000, np’=0,56). Sa druge
strane, iako je glavni efekat akutnog stresa, uzrokovanog izlaganjem FST, dostigao samo statisticki
trend (Fag1=2,90, p=0,095, np°=0,06), koncentracija ACTH u plazmi je bila znadajno veca kod
pacova koji su bili podvrgnuti forsiranom plivanju u poredenju sa nestresiranim Zivotinjama u
okviru iste eksperimentalne grupe. Pomenuti fenomen je uoc¢en u svim eksperimentalnim grupama:
kontrolnoj (p=0,010; d=1,11), Mg (p=0,000; d=1,88), ACTH (p=0,000; d=3,16) i ACTH/Mg
(p=0,000; d=3,25), kao $to je prikazano na Slici 19A. Pored toga, pokazano je da je kod stresiranih
zivotinja koncentracija ACTH u plazmi bila znacajno ve¢a u ACTH grupi u odnosu na kontrolnu
(p=0,005; d=1,03). Nasuprot tome, hroni¢na primena Mg dovela je do smanjenja nivoa ACTH u
plazmi glodara ACTH/Mg u poredenju sa ACTH grupom (Slika 19A), Sto je prilikom statisticke
analize detektovano kao trend (p=0,099; d=0,83).

4.1.4.2. Promene u koncentraciji kortikosterona u plazmi eksperimentalnih Zivotinja

Akutno izlaganje stresu, u vidu forsiranog plivanja, znacajno je uticalo na nivo
kortikosterona u plazmi Zivotinja (Fsg1=12,01, p=0,001, np?=0,20), pokazujuéi pri tom statistidki
znacajne interakcije sa ACTH (F451=13,61, p=0,001, np2=0,22), kao i Mg (Fss1=5,06, p=0,029,
np?=0,10) tretmanom. Takode, interakcija izmedu Mg i ACTH tretmana, kao faktora, je ispoljila
statisticku znacajnost (F4s1=10,08, p=0,003, np2:0,17). Naime, kod nestresiranih zivotinja, u
ACTH grupi je primecen znacajan porast koncentracije kortikosterona u poredenju sa kontrolama
(p=0,000; d=1,35). Nasuprot tome, ponavljana, dugotrajna primena Mg dovela je do znaajnog
smanjenja nivoa kortikosterona u plazmi glodara u ACTH/Mg grupi u odnosu na ACTH Zivotinje
(p=0,002; d=1,12), sto je prikazano na Slici 19B. Nakon akutnog stresa, kod zivotinja kontrolne
(p=0,010; d=5,73), kao i Mg grupe (p=0,000; d=2,48) zabelezen je znatajan porast koncentracije
kortikosterona u plazmi (Slika 19B). Pored toga, kod stresiranih zivotinja, odnosno nakon izlaganja
FST, nivo kortikosterona je bio znacajno vec¢i u Mg grupi u odnosu na kontrole (p=0,033; d=0,96),
dok je kod ACTH/Mg glodara bio znacajno smanjen u poredenju sa Mg grupom (p=0,009; d=1,49),
kao §to je predstavljeno na Slici 19B.

4.1.4.3. Promene u koncentraciji citokina IL-6 u plazmi eksperimentalnih Zivotinja

Primena trofaktorske ANOVA metode otkrila je da je hroni¢na izloZenost Mg tretmanu
dovela do znacajnog smanjenja proinflamatornog citokina IL-6 u plazmi pacova (Fs1=11,61,
p=0,001, np220,20), kao 1 da je ovaj faktor pokazao znacajnu interakciju sa akutnim stresom u
obliku FST (F461=5,97, p=0,018, np2=0,12). Pored toga, uocena je znacajna interakcija izmedu
slede¢ih faktora: Mg, ACTH tretmana i FST (F461=4,14, p=0,048, np?=0,08). Kod nestresiranih
Zivotinja, hroni¢na primena Mg dovela je do znacajnog smanjenja koncentracije IL-6 u plazmi, i to
u Mg grupi u odnosu na kontrole (p=0,001; d=1,93), ali i u modelu depresivnog ponasanja, odnosno
kod glodara izlozenih ACTH/Mg tretmanu u poredenju sa ACTH grupom (p=0,051; d=1,04), kao
Sto je prikazano na Slici 19C. Sa druge strane, akutni stres je indukovao znac¢ajan pad koncentracije
IL-6 kod kontrola (p=0,014; d=2,40), dok je u ACTH grupi navedeni efekat pokazao trend
(p=0,073; d=1,50). U Mg grupi, izlaganje glodara akutnom stresu u obliku FST imalo je suprotni
efekat i uocen je trend porasta nivoa IL-6 u plazmi (p=0,059; d=0,85). Takode, kod stresiranih
zivotinja primeéeno je smanjenje IL-6 u plazmi ACTH/Mg Zzivotinja u odnosu na Mg grupu
(p=0,023; d=1,18), sto je predstavljeno na Slici 19C.
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Slika 19. Magnezijum suprimira hiperaktivnost hipotalamo-hipofizno-adrenalne (HPA) osovine i
dovodi do smanjenja nivoa interleukina 6 (IL-6) u modelu depresivnog ponasanja indukovanog
primenom adrenokortikotropnog hormona (ACTH). Ispitivanje efekata hroni¢ne primene ACTH (10
pg/dan, 21 dan, s.c.) i Mg (300 mg magnezijuma/L, 28 dana, per 0s), kao i uticaja akutnog stresa, na
parametre aktivnosti HPA ose pra¢eno je odredivanjem koncentracije: (A) ACTH, (B) kortikosterona
(CORT) i (C) proinflamatornog citokina IL-6, u plazmi pacova. Svaka eksperimentalna grupa Zivotinja
podeljena je randomizovanom raspodelom na dve podgrupe: stresirane zivotinje koje su bile izloZene testu
forsiranog plivanja (FST) i nestresirane, odnosno zivotinje koje nisu podvrgnute akutnom stresu u vidu FST.
Prilikom analize rezultata kori$¢ena je trofaktorska ANOVA i podaci su predstavljeni kao srednje vrednosti
+ standardna greska, kao i pojedinacne vrednosti za svaku Zivotinju. Na graficima je dat prikaz statistickih
znacajnosti, kao rezultat poredenja izmedu eksperimentalnih grupa, dok su na desnoj strani Slike
predstavljene razlike izmedu nestresiranih i stresiranih zivotinja (-FST vs +FST). ~ (p < 0,10); * (p < 0,05),
** (p<0,01)i*** (p<0,001).



Detaljan prikaz rezultata statisticke analize parametara aktivnosti HPA ose, kao i nivoa IL-6 u
plazmi muzjaka pacova dat je u Tabeli VII.

Tabela VII. Uticaj ponavljane primene ACTH, kao i Mg, na parametre aktivnosti HPA ose i nivo IL-6
u plazmi. Trofaktorskom ANOVA analizom ustanovljeni su glavni efekti Mg tretmana, ACTH tretmana i
akutnog stresa indukovanog izlaganjem Zivotinja FST, kao i interakcije ovih faktora.

Parametar Trofaktorska ANOVA = Parcijalni Eta
glavni efekti P kvadrat
Mg F43’1:182,94 0,000 0,79
ACTH F451=0,31 0,580 0,01
FST Fi51=2,90 0,095 0,06
ACTH Interakcija: Mg x ACTH Fs81=61,24 | 0,000 0,56
Interakcija: Mg x FST F51=3,23 0,079 0,06
Interakcija: ACTH x FST F451=0,00 0,973 0,00
Interakcua:Fl\éI_Ig_ X ACTH x Fus1=1,97 0,167 0,04
Mg F451=0,36 0,551 0,01
ACTH F451=0,94 0,338 0,02
FST Fs,=12,01 | 0,001 0,20
. Interakcija: Mg x ACTH F4s1=10,08 | 0,003 0,17
Kortikosteron Interakcija: Mg x FST Fie1=5.06 | 0,029 0,10
Interakcija: ACTH x FST Fss1=13,61 0,001 0,22
Interakcua:Fl\S/I_Iq X ACTH x Fa10,20 0,660 0,00
Mg Fs1=11,61 | 0,001 0,20
ACTH F46,=0,84 0,363 0,02
FST F61=3,75 0,059 0,08
IL-6 Interakcija: Mg x ACTH F461=0,07 0,792 0,00
Interakcija: Mg x FST F61=5,97 0,018 0,12
Interakcija: ACTH x FST F61=1,96 0,168 0,04
Interakcua:Fl\éI_Iq X ACTH x Fus1=4,14 0,048 0,08

4.1.5. Uticaj hroni¢ne primene magnezijuma na parametre hipokampalne
neurogeneze u modelu depresije rezistentne na primenu tricikli¢nih
antidepresiva

Pre gotovo dve decenije je otkriveno da se neurogeneza- stvaranje novih, funkcionalnih
neurona iz neuronskih stem i progenitorskih celija, odvija i kod odraslih jedinki u strukturi
limbickog sistema- hipokampusu. Naime, hipokampus je struktura koju odlikuje plasti¢nost, ali i
izrazena osetljivost na stres, 0dnosno visok nivo cirkuliSuc¢ih glukokortikoida, §to se manifestuje
morfoloskim i funkcionalnim promenama. Prilikom ispitivanja efekata hroni¢ne primene Mg kod
zivotinja izloZenih hormonu stresa- ACTH, istrazivanje je imalo za cilj i pracenje markera adultne
neurogeneze. Shodno tome, primenom imunohistohemijske metode, analiziran je broj neurona koji
eksprimiraju marker proliferacije Ki-67 i neurotrofin BDNF, u dentatnom girusu hipokampusa.
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4.1.5.1. Promene u ekspresiji markera proliferacije Ki-67 u hipokampusu

Nakon primene dvofaktorske ANOVE, uoceno je da su oba tretmana, odnosno hroni¢na
primena Mg, kao i1 ponavljano izlaganje glodara ACTH, za posledicu imali povecanje broja Ki-67
imunopozitivnih ¢elija u dentatnom girusu hipokampusa (F331=37,98, p=0,000, np2:0,54 i
F331=16,39, p=0,000, np°=0,33, redom). Naime, u poredenju sa kontrolnom grupom, kod Zivotinja
izlozenih ACTH tretmanu pokazan je trend porasta broja neurona koji eksprimiraju Ki-67 u
hipokampusu (p=0,096; d=1,62). Sa druge strane, pomenuti efekat je pokazao statisticku znacajnost
u Mg grupi, u odnosu na kontrole (p=0,004; d=2,10), kao Sto je prikazano na Slici 20A.
Kombinovana primena ACTH i Mg tretmana ispoljila je sinergisticki efekat (Slika 20A), tako da je
kod glodara ACTH/Mg grupe broj Ki-67 imunopozitivnih neurona u dentatnom girusu bio znacajno
veéi u poredenju sa ACTH (p=0,000, d=2,31), kao i Mg grupom (p=0,000, d=1,51).

U Tabeli VIII dat je detaljan prikaz rezultata statisticke analize parametara neurogeneze u
hipokampusu muzjaka pacova.

Tabela VIII. Efekti hronicnog Mg tretmana i promene ekspresije parametara neurogeneze u
animalnom modelu depresije indukovane ponavljanom primenom ACTH. U pomenutom modelu
depresivnog ponasanja pracena je ekpresija Ki-67, kao i BDNF, u dentatnom girusu hipokampusa odraslih
muzjaka pacova Wistar soja. Primena dvofaktorske ANOVA metode pokazala je glavne efekte ACTH i Mg
tretmana, kao i interakcije ovih faktora.

Dvofaktorska ANOVA Parcijalni
Parametar . . F p Eta
glavni efekti K
vadrat

Broj Ki-67 Mg F331=37,98 0,000 0,54
imunopozitivnih ACTH F331=16,39 0,000 0,33
neurona Interakcija: Mg x ACTH F331=2,19 0,149 0,06
Broj BDNF Mg F361=10,02 0,003 0,22
imunopozitivnih ACTH Fs61=1,71 0,199 0,05
neurona Interakcija: Mg x ACTH F361=0,15 0,702 0,00

4.1.5.2. Promene u ekspresiji neurotrofina BDNF u hipokampusu

Prilikom imunohistohemijskog odredivanja ekspresije proteina BDNF, analiza rezultata
izvrSena je primenom dvofaktorske ANOVA metode. Pokazano je da je hroni¢na primena Mg kod
muZzjaka pacova dovela do znacajnog povecanja broja BDNF imunopozitivnih ¢elija (Fz61=10,02,
p=0,003, np*=0,22) u dentatnom girusu hipokampusa. Shodno tome, uoéen je trend povecanja broja
BDNF pozitivnih neurona u Mg grupi u odnosu na kontrolnu (p=0,059; d=0,93), kao i statisticki
znacajan porast ekspresije ovog parametra neurogeneze kod ACTH/Mg zivotinja u odnosu na
ACTH grupu (p=0,016; d=1,06), sto je predstavljeno na Slici 20B.
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Slika 20. Magnezijum ispoljava stimulatorni efekat na proces adultne neurogeneze u modelu depresivnog
ponasanja indukovanog hroni¢nom primenom ACTH kod pacova. Uticaj hroni¢énih ACTH (10 pg/dan, 21 dan, s.c.)
i Mg (300 mg magnezijuma/L, 28 dana, per 0s) tretmana na parametre neurogeneze ispitivan je primenom
imunohistohemijske metode odredivanja broja: (A) Ki-67 imunopozitivnih neurona, kao i (B) BDNF imunopozitivnih
neurona u dentatnom girusu (DG). Broj imunopozitivnih ¢elija u DG hipokampusa izrazen je po povrsini vidnog polja
(0,07 mmP). Prilikom analize rezultata koriséena je dvofaktorska ANOVA i podaci su prikazani kao srednje vrednosti +
standardna greska, kao i pojedina¢ne vrednosti za svaku zivotinju. ~ (p < 0,10); * (p < 0,05), ** (p < 0,01) i *** (p <
0,001).

4.2. Druga eksperimentalna faza

4.2.1. Efekti dugotrajne primene magnezijuma na homeostazu bioelemenata u
prefrontalnom korteksu Zivotinja u modelu depresije rezistentne na tricikli¢ne
antidepresive

U cilju prac¢enja uticaja hronicnog Mg tretmana, kao i ponavljane primene ACTH, na
koncentracije biometala- Fe, Cu, Zn i Mg u prefrontalnom korteksu muzjaka pacova, primenjena je
dvofaktorska ANOVA. Pokazano je da ACTH i Mg tretmani, kao i njihove interakcije nisu ispoljili
Znacajan uticaj na koncentracije Fe, Zn i Mg u PFC eksperimentalnih Zivotinja, kao §to je prikazano
na Slici 21 i u Tabeli IX. Medutim, uprkos tome Sto statisticka analiza nije pokazala znacajnu
razliku, primeceno je da je hroni¢no izlaganje ACTH tretmanu bilo pra¢eno smanjenjem
koncentracije Mg za 23% u PFC pacova, u odnosu na kontrolnu grupu (Slika 21D). Sa druge strane,
uoceno je da je primena Mg dovela do povecanja nivoa Mg u PFC zivotinja za 22,3% u ACTH/Mg
grupi u odnosu na ACTH Zivotinje, kao 1 da ni ovaj efekat nije dostigao statisticku znacajnost (Slika
21D).

Naime, dugotrajna primena Mg indukovala je znaCajan porast koncentracije Cu u PFC
glodara (F,31=6,54, p=0,018, np?=0,22). Pored toga, kada je u pitanju nivo Cu, tretmani sa Mg i
ACTH su pokazali znacajnu interakciju (F»3:=15,82, p=0,001, np°=0,41). Nasuprot tome,
primeceno je smanjenje nivoa Cu u PFC zivotinja hroni¢no izlozenih ACTH tretmanu, u poredenju
sa kontrolnom grupom (p=0,035; d=0,98), kao $to je prikazano na Slici 21A. Navedeni efekat
suprimirala je primena Mg (Slika 21A), i shodno tome u ACTH/Mg grupi koncentracija Cu je bila
znacajno veca u odnosu na ACTH grupu (p=0,000; d=3,12), ali i Mg grupu (p=0,002; d=2,47).
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Takode, analiza rezultata primenom dvofaktorske ANOVE je g)okazala znacajni porast
odnosa Cu/Zn koiji je usledio nakon Mg tretmana (F20,1=6,26, p=0,021, np“=0,24). Zahvaljujuci post
hoc poredenju uocen je trend porasta odnosa Cu/Zn kod ACTH/Mg zivotinja u odnosu na ACTH
grupu (p=0,069, d=0,094), kao S$to je prikazano na Slici 21E. Pored toga, Spearman testovi
korelacije su pokazala pozitivnu korelaciju izmedu koncentracije noradrenalina u plazmi
nestresiranih zivotinja i nivoa Cu u prefrontalnom korteksu (p < 0,05), kao $to je predstavljeno na
Slici 21F.

Detaljan prikaz rezultata dvofaktorske ANOVE, odnosno promene koncentracija
bioelemenata u PFC muZzjaka pacova nakon hroni¢nih ACTH i Mg tretmana, kao i interakcije ovih
faktora dati su u Tabeli IX.

Tabela IX. Uticaj ACTH, kao i Mg tretmana, na homeostazu bioelemenata u PFC muzZjaka pacova.
Zahvaljujuéi primeni dvofaktorske ANOV A metode, analizirane su promene koncentracija Fe, Cu, Zni Mgu
PFC Zivotinja, kao i odnos Cu/Zn. Prilikom analize rezultata, ispitivani su glavni efekti, kao i interakcije
ACTH i Mg tretmana.

Dvofaktorska ANOVA Parcijalni

Parametar . . F p Eta
glavni efekti K
vadrat

Mg F21=1,24 | 0,277 0,05
Fe ACTH F»,1=0,00 | 0,963 0,00
Interakcija: Mg x ACTH F2,1=0,38 0,543 0,02
Mg F231=6,54 | 0,018 0,22
Cu ACTH F231=0,55 | 0,465 0,02
Interakcija: Mg x ACTH F231=15,82 | 0,001 0,41
Mg F20’1:0,74 0,401 0,04
Zn ACTH F201=1,08 | 0,312 0,05
Interakcija: Mg x ACTH F201=3,59 | 0,073 0,15
Mg F151=1,30 | 0,269 0,07
Mg ACTH F151=1,36 | 0,259 0,07
Interakcija: Mg x ACTH Fi151=1,36 0,259 0,07
Mg F201=6,26 | 0,021 0,24
Cu/Zn odnos ACTH F20.1=0,01 | 0,936 0,00
Interakcija: Mg x ACTH F201=0,04 | 0,845 0,00
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Slika 21. Efekti hroni¢ne primene ACTH i magnezijuma na homeostazu bioelemenata u
prefrontalnom korteksu (PFC) muzjaka pacova. Prilikom ispitivanja uticaja ACTH (10 pg/dan, 21 dan,
s.c.) i Mg (300 mg magnezijuma/L, 28 dana, per os) tretmana, metodom plamene atomske apsorpcione
spektrofotometrije izmerene su koncentracije slede¢ih bioelemenata: (A) Cu, (B) Fe, (C) Zn i (D) Mg. Pored
toga, sprovedena je analiza odnosa izmedu koncentracije Cu i Zn u PFC (E), dok je Spearmanov koeficijent
korelacije pokazao vezu izmedu koncentracije noradrenalina u plazmi nestresiranih zivotinja i nivoa Cu u
PFC glodara (F). Rezultati su analizirani koris¢enjem dvofaktorske ANOVA metode i prikazani su kao
srednje vrednosti + standardna greSka, kao i pojedina¢ne vrednosti za svaku zivotinju. ~ (p < 0,10); * (p <
0,05), ** (p <0,01) i *** (p < 0,001).
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4.2.2. Korelacije izmedu bihejvioralnih parametara i koncentracija hormona u
plazmi muZzjaka pacova

Prilikom ispitivanja efekata hroni¢ne primene magnezijuma u modelu depresivnog
ponasanja, radi utvrdivanja povezanosti izmedu bihejvioralnih parametara i hormona u plazmi,
primenjeni su Pearson testovi korelacije. Ispitivano je prisustvo korelacije izmedu parametara
analiziranih u testovima ponasanja (OFT i FST) i nivoa adrenalina, noradrenalina, serotonina,
ACTH, Kkortikosterona i proinflamatornog citokina IL-6 u plazmi eksperimentalnih Zivotinja.
Uocena je statisticki znacajna pozitivna korelacija izmedu koncentracije noradrenalina i vremena
koje su Zivotinje provele u penjanju uz FST cilindar (R*=0,2218, p < 0,05), kao i nivoa
noradrenalina i latentnog perioda do prve pojave imobilnosti tokom FST (R?=0,413, p < 0,01), §to
je prikazano na Slici 22A-22B. Pored toga, analizom je pokazana i statisti¢ki znacajna pozitivna
korelacija izmedu latentnog perioda do prve epizode imobilnosti i koncentracije serotonina u plazmi
(R2=0,1437, p < 0,05), kao $to je predstavljeno na Slici 22C. Sa druge strane, postojala je statisticki
znacajna negativna korelacija izmedu kortikosterona u plazmi eksperimentalnih zivotinja i
parametara analiziranih tokom OFT: ukupnog predenog puta (R*=0,189, p < 0,05), vremena
provedenog u centralnoj zoni polja (R?=0,2192, p < 0,05) i predenog puta u centralnoj zoni
(R?=0,2677, p < 0,01), §to je prikazano na Slici 22D-22F.
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Slika 22. Korelacije izmedu bihejvioralnih parametara i nivoa hormona u plazmi muzjaka pacova.
Prilikom praéenja neuroendokrinih i bihejvioralnih efekata ACTH i Mg tretmana, ispitivana je povezanost
izmedu relevantnih parametara testova ponaSanja-testa otvorenog polja (OFT) i forsiranog plivanja (FST), i
koncentracije hormona u plazmi pomocu Pearson testova korelacije. Analiza je pokazala prisustvo znacajne
pozitivne korelacije izmedu slede¢ih parametara: (A) vremena provedenog u propinjanju i penjanju uz FST
cilindar i noradrenalina u plazmi, (B) latentnog perioda do prve pojave imobilnosti i noradrenalina u plazmi i
(C) latentnog perioda do prve pojave imobilnosti i serotonina u plazmi. Znacajna negativna korelacija je
uocena izmedu nivoa kortikosterona u plazmi i slede¢ih parametara OFT: (D) ukupnog predenog puta tokom
testa, (E) vremena provedenog u centralnoj zoni polja i (F) predenog puta u centralnoj zoni. Na graficima je
dat prikaz jedna¢ina i koeficijenta determinacije (R?).
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4.2.3. Efekti hroni¢ne primene magnezijuma i dugotrajnog izlaganja tretmanu
sa adrenokortikotropnim hormonom na parametre fibroze u srcu muzjaka
pacova

U drugoj eksperimentalnoj fazi, u modelu depresije indukovane adrenokortikotropnim
hormonom, u svrhu otkrivanja molekulskih mehanizama koji povezuju depresivno ponasanje i
patoloske promene na nivou morfologije srca, ispitivani su markeri intersticijalne fibroze. Takode,
istrazivanje je imalo za cilj da se u pomenutom modelu odrede i potencijalni kardioprotektivni
efekti magnezijuma.

4.2.3.1. Promene u ekspresiji markera proliferacije u fibroblastima i vaskularnim endotelnim
¢elijama u srcu

Prilikom ispitivanja promena u ekspresiji parametara fibroze, u modelu depresije rezistentne
na primenu tricikli¢énih antidepresiva, prac¢ena je proliferacija fibroblasta odredivanjem markera-
nuklearnog faktora Ki-67 i proteina PCNA. Imunohistohemijska analiza i primena jednofaktorske
ANOVE otkrile su znacajan porast broja proliferisucih ¢elija- Ki-67 pozitivnih fibroblasta u srcu
nakon hroni¢nog izlaganja zivotinja ACTH tretmanu, u poredenju sa kontrolnom grupom (p=0,001;
Slika 23A). Pomenuti efekat bio je pracen povecanom proliferacijom vaskularnih endotelnih celija
miokarda, koja je bila izrazena u ACTH grupi: broj ¢elija koje eksprimiraju Ki-67 bio je veci 1,78
puta kod ovih Zivotinja u poredenju sa kontrolama (p=0,005), kao §to je prikazano na Slici 23B.
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Slika 23. Magnezijum ispoljava supresivne efekte na proliferaciju fibroblasta i vaskularnih endotelnih
¢elija u srcu, u modelu depresivnog ponasanja, indukovanog adrenokortikotropnim hormonom
(ACTH). Prilikom ispitivanja uticaja hroniénih ACTH (10 pg/dan, 21 dan, s.c.) i Mg (300 mg
magnezijuma/L, 28 dana, per 0S) tretmana, na razvoj fibroze miokarda, izvrSena je imunohistohemijska
analiza broja: (A) fibroblasta i (B) vaskularnih endotelnih ¢elija u srcu, koje eksprimiraju marker
proliferacije Ki-67. Rezultati su analizirani primenom jednofaktorske ANOVE, nakon koje je usledilo LSD
post hoc poredenje. Vrednosti su predstavljene kao: broj Ki-67 pozitivnih ¢elija na 1000 ¢elija i dat je prikaz
srednjih vrednosti + standardne greske. * (p < 0,05), ** (p < 0,01) i *** (p < 0,001).
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Pored toga, primecena je i povecana ekspresija anti-apoptotskog proteina Bcl-2 1,92 puta u
endotelnim ¢elijama malih krvnih sudova u srcu ovih Zivotinja, nakon ACTH tretmana, u odnosu na
kontrole (p=0,015; Slika 24).

Sa druge strane, dugotrajna primena Mg je imala kardioprotektivna svojstva i suprimirala je
efekte ACTH kod eksperimentalnih Zivotinja. Naime, u ACTH/Mg grupi Mg je zna¢ajno redukovao
broj proliferiSu¢ih Ki-67 imunopozitivnih fibroblasta u srcu, 1,34 puta u poredenju sa ACTH
zivotinjama (p<0,001; Slika 23A). Pored toga, Mg je suprimirao proliferaciju vaskularnih
endotelnih ¢elija indukovanu ACTH tretmanom, tako da je broj Ki-67 imunopozitivnih ¢elija bio
1,68 puta manji kod ACTH/Mg glodara u odnosu na ACTH grupu (p=0,006), kao $to je prikazano
na Slici 23B. Pomenuti efekat bio je pracen smanjenjem ekspresije Bcl-2 proteina u endotelnim
¢elijama krvnih sudova srca, 1,6 puta kod ACTH/Mg zivotinja u poredenju sa ACTH grupom
(p=0,006; Slika 24).
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Slika 24. Hroni¢no izlaganje adrenokortikotropnom hormonu poveéava vaskularni stres kod
eksperimentalnih Zivotinja, u modelu depresivnog ponasanja. Istrazivanje efekata ACTH (10 pg/dan, 21
dan, s.c.) i Mg (300 mg magnezijuma/L, 28 dana, per 0s) tretmana zasnivalo se i na imunohistohemijskom
odredivanju ekspresije (A) anti-apoptotskog proteina Bcl-2 u vaskularnim endotelnim ¢elijama srca. (B) Dat
je prikaz fotomikrografija preseka tkiva miokarda dobijenih imunohistohemijskim obeleZavanjem proteina
Bcl-2 (braon ¢elije) u vaskularnim endotelnim ¢elijama muZjaka pacova (uveli¢anje 400x). Prilikom analize
dobijenih vrednosti kori$¢ena je jednofaktorska ANOVA, nakon koje je usledilo LSD post hoc poredenje.
Rezultati su prikazani kao: broj Bcl-2 imunopozitivnih ¢elija na 1000 ¢elija, odnosno predstavljene su
srednje vrednosti + standardna greska. * (p < 0,05), ** (p < 0,01) i *** (p < 0,001).

Kada je u pitanju ekspresija PCNA u fibroblastima miokarda pacova, statistiCka analiza nije
pokazala znacajne razlike, indukovane tretmanima, izmedu eksperimentalnih grupa (Slika 25).
Medutim, neophodno je istaci da literaturni podaci prevashodno isti¢u znacaj nuklearnog faktora
Ki-67 kao markera proliferisucih ¢elija koji je eksprimiran tokom kasne G1, S, G2 i M faze ciklusa,
1 stoga pokazuje vecu specificnost kao parametar proliferacije. Sa druge strane, protein PCNA
pokazuje povecanu ekspresiju tokom G1/S faze, ali i nakon oStecenja DNK molekula, u odsustvu
proliferacije (Bologna-Molina i sar., 2013).
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Slika 25. Hroni¢na primena adrenokortikotropnog hormona (10 pg ACTH/dan, 21 dan, s.c.) i Mg (300
mg magnezijuma/L, 28 dana, per 0s) kod odraslih muZjaka pacova i efekti na ekspresiju nuklearnog
antigena proliferiSué¢ih ¢elija (PCNA) u fibroblastima srca. Detekcija PCNA antigena je izvrSena
primenom imunohistohemijske analize i rezultati su obradeni kori§¢enjem jednofaktorske ANOVA metode,
nakon koje je usledilo LSD post hoc poredenje. Podaci su prikazani kao: broj PCNA imunopozitivnih ¢éelija
na 1000 ¢elija, odnosno predstavljene su srednje vrednosti + standardna greska.

4.2.3.2. Promene u deponovanju endomizijalnog kolagena u srcu

Pored proliferacije fibroblasta, jedna od glavnih patoloskih karakteristika fibroze miokarda,
odnosno remodelovanja sréanog miSi¢a, je povecano deponovanje endomizijalnog kolagena.
Prilikom vizualizacije kolagena tip 111 (retikulinska vlakna) na presecima tkiva miokarda, nakon
analize dobijenih rezultata, otkriveno je povecano deponovanje endomizijalnog kolagena kod
zivotinja izlozenih hroni¢nom ACTH tretmanu u odnosu na kontrole (p<0,001, Slika 26). Primena
Mg putem vode za pice, tokom 28 dana, imala je kardioprotektivni efekat, koji se manifestovao
smanjenim deponovanjem kolagena u srcu, 1,28 puta kod ACTH/Mg glodara u poredenju sa ACTH
grupom (p<0,001), kao Sto je prikazano na Slici 26.
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Slika 26. Hroni¢na primena magnezijuma (Mg) inhibira remodelovanje ekstracelularnog matriksa
miokarda, indukovano dugotrajnom primenom adrenokortikotropnog hormona (ACTH) kod
muZjaka pacova. Prilikom vizualizacije retikulinskih vlakana (tip III kolagena), otkriveno je povecano
deponovanje endomizijalnog kolagena u srcu nakon hroni¢énog ACTH tretmana (10 pg/dan, 21 dan, s.c.), dok
je Mg (300 mg magnezijuma/L, 28 dana, per os) ispoljio supresivni efekat. Rezultati su analizirani
primenom jednofaktorske ANOVA metode, nakon koje su usledili LSD post hoc testovi i podaci su
predstavljeni kao povrsina endomizijalnog kolagena (um?) (A), odnosno prikazane su srednje vrednosti +
standardna greska. (B) Dat je prikaz fotomikrografija transverzalnih preseka tkiva miokarda muzjaka pacova
na kojima je izvrSena analiza povrSine deponovanog kolagena, nakon bojenja retikulinskih vlakana po
metodi koju su uveli Gordon i Sweets (uveli¢anje 400x).*** (p < 0,001).

4.2.4. Utica] hroni¢ne primene magnezijuma na proliferaciju i dijametar
kardiomiocita u modelu depresije indukovane tretmanom
adrenokortikotropnim hormonom muzjaka pacova

Imunohistohemijska analiza nuklearnog proteina Ki-67 u srcu, otkrila je da hroni¢na
primena ACTH, pored stimulatornog efekta na proliferaciju fibroblasta, povecava ekspresiju ovog
markera 1 u kardiomiocitima. Naime, pokazano je da je broj sréanth miSiénih celija koje
eksprimiraju Ki-67 1,26 puta veé¢i kod zivotinja izloZzenih ACTH tretmanu u poredenju sa
kontrolnom grupom (p=0,005), kao §to je predstavljeno na Slici 27. Analogno tome, primeéeno je
da je dugotrajna primena Mg indukovala proliferaciju sr¢anih misi¢nih cCelija, $to se manifestovalo
poveéanjem broja Ki-67 imunopozitivnih kardiomiocita u Mg i ACTH/Mg grupi, 1,18 i 1,24 puta u
odnosu na kontrole (p=0,024 i p=0,005, redom) (Slika 27).

Sa druge strane, ekspresija proteina PCNA, kao markera koji pokazuje manju specifi¢nost,
bila je znaCajno smanjena u sréanim miSicnim celijama ACTH/Mg glodara, u poredenju sa
kontrolama (p=0,014), kao $to je prikazano na Slici 28.
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Slika 27. Proliferativni odgovor kardiomiocita nakon hroni¢nih tretmana adrenokortikotropnim
hormonom (ACTH) i magnezijumom (Mg). Primenom imunohistohemijske metode detekcije praceni su
efekti ACTH (10 pg/dan, 21 dan, s.c.) i Mg (300 mg magnezijuma/L, 28 dana, per 0s) tretmana na ekspresiju
markera proliferacije Ki-67 u kardiomiocitima (A), kod odraslih muzjaka pacova. (B) Prikaz
fotomikrografija preparata tkiva miokarda dobijenih prilikom imunohistohemijske analize nuklearnog
faktora Ki-67 u kardiomiocitima (braon ¢elije) muzjaka pacova (uvelic¢anje 400x). Prilikom analize rezultata
koris¢ena je jednofaktorska ANOVA, nakon koje je usledilo LSD post hoc poredenje i vrednosti su
prikazane kao: broj Ki-67 pozitivnih ¢elija na 1000 ¢elija, odnosno predstavljene su srednje vrednosti +
standardne greske. * (p <0,05) i ** (p < 0,01).
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Slika 28. Efekti hroni¢nih tretmana adrenokortikotropnim hormonom (10 pg ACTH/dan, 21 dan, s.C.)
I magnezijumom (300 mg Mg/L, 28 dana, per 0s) na ekspresiju nuklearnog antigena proliferiSuéih
¢elija (PCNA) u kardiomiocitima. Imunohistohemijskom metodom je izv§eno ispitivanje ekspresije PCNA
antigena u kardiomiocitima odraslih muzjaka pacova i rezultati su analizirani primenom jednofaktorske
ANOVA metode, kao i LSD post hoc testova. Vrednosti su predstavljene kao: broj PCNA imunopozitivnih
¢elija na 1000 celija, odnosno dat je prikaz srednjih vrednosti + standardne greske. * (p < 0,05).
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Kada je u pitanju transnuklearni dijametar kardiomiocita, pokazano je zna¢ajno smanjenje
ovog parametra nakon hronicnog ACTH tretmana, u odnosu na Zivotinje kontrolne grupe (p<0,001;
Slika 29). Medutim, neophodno je ista¢i da patolosko remodelovanje srca nije isklju¢ivo vezano za
povecanje dijametra sr¢anih misi¢nih ¢elija. Primera radi, ekscentri¢na hipertrofija srca se odlikuje
poremecajem kontraktilnog aparata, odnosno serijskim povezivanjem veceg broja sarkomera, §to
rezultuje povec¢anjem duzine ¢elije i Cesto smanjenjem dijametra kardiomiocita (Kehat i sar., 2011).
Sa druge strane, transnuklearni dijametar sr¢anih misi¢nih cCelija je bio znacajno veéi kod Zivotinja
ACTH/Mg grupe, u odnosu na ACTH, ali i Mg grupu (p=0,002 i p=0,000, redom), kao $to je
prikazano na Slici 29.
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Slika 29. Uticaj hroni¢nih tretmana adrenokortikotropnim hormonom (10 pg ACTH/dan, 21 dan, s.c.)
i magnezijumom (300 mg Mg/L, 28 dana, per 0s) na dijametar kardiomiocita eksperimentalnih
Zivotinja. Prilikom vizualizacije argentafilnih retikulinskih vlakana (kolagen tip Ill) u srcu, analiziran je
transnuklearni dijametar longitudinalno orijentisanih kardiomiocita odraslih muzjaka pacova (A). Dat je
prikaz odgovarajucih fotomikrografija preparata tkiva miokarda, nakon retikulinskog bojenja (B). Rezultati
su analizirani kori§¢enjem jednofaktorske ANOVA metode, kao i LSD post hoc poredenja i prikazane su
srednje vrednosti & standardne greske. * (p < 0,05), ** (p <0,01) 1 *** (p < 0,001).

4.3. Treca eksperimentalna faza

4.3.1. Uticaj razli¢itih uslova za in vitro kultivaciju na vijabilnost i fenotip
kardiomiocita formiranih indukcijom humanih pluripotentnih stem celija

U trecoj fazi istrazivanja, u cilju razvoja i optimizacije trodimenzionalnog modela sferoida
humanih kardiomiocita, ispitivan je uticaj razli¢itih medijuma za ¢elijske kulture na vijabilnost, kao
1 fenotipske karakteristike celija.

Svega 24 h nakon zasejavanja komercijalno dostupnih kardiomiocita, nastalih indukcijom
humanih pluripotentnih stem ¢elija, primeceno je, pod svetlosnim mikroskopom, da ¢elije u kulturi
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spontano generiSu impulse pracene kontrakcijama. Pomenuta osobina zadrzala se tokom Ccitavog
perioda u kulturi 1 ispoljila se u razli¢itim medijumima koji su koris¢eni.

Analiza efekata razli¢itih uslova za in vitro kultivaciju ¢elija, odnosno primene razli¢itih
medijuma, zasnivala se delom i na detekciji nivoa ATP u pojedina¢nim sferoidima (bunari¢ima
ULA ploce). Naime, smatra se da je ¢elijski ATP marker vijabilnosti i stoga je odredivanje njegove
koncentracije izvrS§eno na dan zasejavanja ¢elija, potom petog i sedmog dana u kulturi. Uzimajuci
da je vijabilnost ¢elija na dan zasejavanja (t0) iznosila 100%, nakon pet dana u kulturi najmanja
vijabilnost zabelezena je u 2D tradicionalnom modelu i srednja vrednost je iznosila 77,71%, dok je
u 3D modelima u ¢elijama zasejanim u PM 1 WES bila 90,68% i 92,76%, redom. Medutim, izmedu
navedenih vrednosti statisticka analiza nije pokazala znacajne razlike (Slika 30). Sedmog dana u
kulturi najmanja vijabilnost kardiomiocita primeéena je u 2D tradicionalnom modelu i srednja
vrednost je bila 76,69%. Sa druge strane, najvecu vijabilnost pokazali su kardiomiociti u 3D modelu
sferoida, odnosno c¢elije zasejane u PM i nakon pet dana prebacene u WE medijum, pri ¢emu je
srednja vrednost nakon sedam dana u kulturi bila 90, 63%, kao §to je prikazano u Tabeli X i na Slici
30. Takode, Studentov t test je pokazao da je vijabilnost ¢elija bila znacajno veéa u 3D modelu
sferoida, celija zasejanth u PM 1 potom prebaenih u MM ili WE medijum u poredenju sa
kardiomiocitima u 2D kulturi (p=0,035 i p=0,024, redom).

Vijabilnost kardiomiocita, odnosno srednje vrednosti izrazene u procentima, u razliitim
medijumima za ¢elijske kulture nakon sedam dana od zasejavanja, prikazane su u Tabeli X i na
Slici 30.

Tabela X. Ispitivanje uticaja razli¢itih medijuma na nivo ATP, parametra vijabilnosti kardiomiocita u
kulturi. Rezultati su prikazani u tabeli i predstavljaju srednje vrednosti dobijene nakon sedam dana od
zasejavanja Celija. PM-MM, prilikom zasejavanja ¢elija kori$¢en je Plating Medium (PM), potom su, nakon
pet dana u kulturi, ¢elije prebacene u Maintenance Medium (MM), ili u William’s E Medium (PM-WE), ili u
William’s E Medium u koji su dodati suplementi (PM-WES); WES-WES, tokom zasejavanja celija, kao i
Citavog perioda u kulturi, koriséen je William’s E Medium u koji su dodati suplementi.

Uslovi za in vitro kultivaciju ¢elija
Vijabilnost ¢éelija (%)
(medijum za ¢elijske kulture)

Tradicionalna 2D kultura kardiomiocita 76,69
3D sferoidi humanih kardiomiocita, PM-MM 89,24
3D sferoidi humanih kardiomiocita, PM-WE 90,63
3D sferoidi humanih kardiomiocita, PM-WES 78,48

3D sferoidi humanih kardiomiocita, WES-WES 80
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Slika 30. Ispitivanje uticaja razli¢itih uslova za in vitro kultivaciju ¢elija na vijabilnost kardiomiocita
nastalih indukcijom humanih pluripotentnih stem ¢elija. Prilikom izbora odgovaraju¢eg medijuma za
Celijske kulture i optimizacije uslova, odredivan je nivo ATP u pojedina¢nim sferoidima kardiomiocita, kao
marker vijabilnosti ¢elija. Podaci su analizirani primenom Studentovog t testa i prikazane su srednje
vrednosti & standardne greske. Rezultati su izrazeni u procentima, pri ¢emu se smatra da vijabilnost ¢elija na
dan zasejavanja (t0) iznosi 100%. * (p < 0,05) u odnosu na 2D kulturu kardiomiocita. D5 i D7, peti, odnosno
sedmi dan nakon zasejavanja c¢elija; 2D, tradicionalna dvodimenzionalna kultura kardiomiocita; 3D,
trodimenzionalni model ¢elijskih kultura; PM, Plating Medium; PM-MM, ¢elije su zasejane u PM i nakon
formiranja sferoida (nakon pet dana u kulturi), koris¢en je Maintenance Medium (MM); PM-WE ili PM-
WES, ¢elije su zasejane u PM i nakon formiranja sferoida prebacene su u William’s E Medium (WE) ili u
William’s E Medium u koji su dodati suplementi (WES); WES-WES, prilikom zasejavanja ¢elija, kao i
tokom perioda u kulturi, kori§¢en je William’s E Medium u koji su dodati suplementi.

U cilju ispitivanja fenotipskih osobina humanih kardiomiocita u 3D modelu sferoida,
analizirana je ekspresija specifiénih gena: MYL2, MYL7, PLN i NKX2.5 metodom lancane
polimerizacije. Primeceno je da, kada je re¢ o sferoidima formiranim od ¢elija koje su zasejane u
PM, a potom prebacene u WE, uprkos tome $to je doslo do neznatnog smanjenja u poredenju sa t0
(dan zasejavanja celija), ekspresija MYL2, MYL7 i PLN je bila relativno nepromenjena tokom
c¢itavog perioda u kulturi, kao $to je prikazano na Slici 31 i Slici 32. Naime, MYL2, MYL7 i PLN
kodiraju proteine od klju¢nog znacaja u regulaciji i ocuvanju kontraktilnosti sréanih misi¢nih Celija
(England i sar., 2013; Haghighi i sar., 2014; Sheikh i sar., 2015; Anderson i sar., 2018). Sa druge
strane, kada su u pitanju celije koje su zasejane u WES i potom i period kultivacije provele u tom
medijumu, pokazano je da je nakon sedam dana u kulturi ekspresija MYL2, PLN i MYL7 bila
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smanjena, redom: 5,5, 3,7 i 2,5 puta, u odnosu na tO (Slika 31 i Slika 32). Pored toga, u
kardiomiocitima koji su zasejani u PM i nakon formiranja sferoida prebaceni u WES, ekspresija
MYL2 je posle sedam dana bila smanjena 6,25 puta u odnosu na t0 (Slika 31).
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Slika 31. Ispitivanje uticaja razli¢itih uslova za in vitro kultivaciju celija na ekspresiju gena MYL2 i
MYL7 u kardiomiocitima formiranim indukcijom humanih pluripotentnih stem ¢elija. Prikazana je
relativna ekspresija iRNK za kardiospecificne gene (A) MYL2 i (B) MYL7 u 2D i 3D modelu kultura
humanih kardiomiocita, pri ¢emu su rezultati normalizovani u odnosu na ACTB, gen koji kodira B3-aktin. t0,
dan zasejavanja kardiomiocita; D5 i D7, peti, odnosno sedmi dan nakon zasejavanja celija; 2D i 3D,
dvodimenzionalna i trodimenzionalna ¢elijska kultura; PM, Plating Medium; PM-MM, ¢elije su zasejane u
PM i nakon pet dana u kulturi, kada su formirani sferoidi, izvrSen je transfer u Maintenance Medium (MM);
PM-WE ili PM-WES, ¢elije su zasejane u PM i nakon formiranja sferoida koris¢en je William’s E Medium
(WE) ili William’s E Medium u koji su dodati suplementi (WES); WES-WES, prilikom zasejavanja celija,
kao i tokom perioda u kulturi, koris¢en je William’s E Medium u koji su dodati suplementi.

Pored analize genske ekspresije, imunofluorescentnom metodom je ispitivana struktura
kardiomiocita humanih sferoida, kao 1 promene tokom perioda kultivacije u razli¢itim medijumima.
Primenom navedene tehnike bojenja, izvrSena je detekcija proteina citoskeleta sarkomera
filamentoznog (F) aktina, kao i a-aktinina, proteina koji obezbeduje stabilnost sarkomere i
omogucéava povezivanje aktinskih filamenata. U ¢elijama koje su zasejane u PM i nakon stvaranja
sferoida prebacene u WE, nakon sedam dana u kulturi, uoc¢ena je ko-lokalizacija pomenutih
strukturnih proteina, kao i o¢uvane morfoloske karakteristike kardiomiocita (Slika 33).

Shodno navedenim razultatima i opaZanjima, definisani su optimalni uslovi za naredni korak
u ovoj eksperimentalnoj fazi, u svrhu odredivanja potencijalnih in vitro efekata ACTH na sferoide
humanih kardiomiocita. Pod optimalnim uslovima se podrazumeva zasejavanje ¢elija u PM i nakon
formiranja kompaktnih sferoida (nakon pet dana u kulturi) transfer u WE.
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Slika 32. Efekti primene razli¢itih uslova za in vitro kultivaciju éelija na ekspresiju gena PLN i NKX2.5
u kardiomiocitima formiranim indukcijom humanih pluripotentnih stem celija. Dat je prikaz relativne
ekspresije iRNK za kardiospecificne gene (A) PLN i (B) NKX2.5 u tradicionalnom 2D, kao i 3D modelu
sferoida humanih kardiomiocita. Prilikom analize rezultata, dobijene vrednosti su normalizovane u odnosu
na ekspresiju ACTB, gena koji kodira B-aktin. t0, dan zasejavanja kardiomiocita; D5 i D7, peti, odnosno
sedmi dan nakon zasejavanja celija; 2D i 3D, dvodimenzionalna i trodimenzionalna ¢elijska kultura; PM,
Plating Medium; PM-MM, ¢elije su zasejane u PM i nakon pet dana u kulturi, kada su formirani sferoidi,
izvrSen je transfer u Maintenance Medium (MM); PM-WE ili PM-WES, ¢elije su zasejane u PM i nakon
formiranja sferoida koris¢en je William’s E Medium (WE) ili William’s E Medium u koji su dodati
suplementi (WES); WES-WES, prilikom zasejavanja ¢elija, kao i tokom perioda u kulturi, koris¢en je
William’s E Medium u koji su dodati suplementi.

Slika 33. Morfoloska karakterizacija 3D modela sferoida kardiomiocita nastalih indukcijom humanih
pluripotentnih stem ¢éelija. Prikazane su celije zasejane u Plating Medium (PM) i nakon formiranja
kompaktnih sferoida prebacene u William’s E Medium (WE). Fotomikrografije smrznutih i fiksiranih
preseka sferoida humanih kardiomiocita, u kojima su, nakon sedam dana u kulturi, imunofluorescentnom
metodom obeleZeni proteini miofibrila: (A) filamentozni (F) aktin (crvena) i (B) a-aktinin (zelena). Prilikom
vizualizacije, koris¢ena je i DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol), nuklearna boja koja se vezuje za adenin-

timin regione u DNK molekulu (plava). Na fotomikrografiji nastaloj preklapanjem (C), primecena je ko-
lokalizacija obelezenih strukturnih proteina kardiomiocita.

B
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4.3.2. Ispitivanje potencijalnih efekata ACTH na vijabilnost i gensku ekspresiju
kardiomiocita formiranih indukcijom humanih pluripotentnih stem celija u in
vitro modelu sferoida

Prilikom izlaganja ¢elija fizioloskim (22 ng/L; 1x ACTH) i suprafizioloskim (660 ng/L; 30x
ACTH) koncentracijama ACTH, nakon 7, 14 i 19 dana tretmana, analizirani su slede¢i parametri: 1)
vijabilnost ¢elija, 2) nivo aktivirane kaspaze 3 i 3) genska ekspresija.

Uticaj ACTH, kao molekulskog medijatora stresa, na vijabilnost ¢elija odredivan je
detekcijom nivoa ATP u pojedinaénim sferoidima kardiomiocita, merenjem luminescencije. Pri
tom, otkriveno je da dugotrajni tretman fizioloskim i visokim koncentracijama ACTH ne ispoljava
toksi¢no delovanje na humane kardiomiocite. Naime, vijabilnost ¢elija u tretiranim sferoidima (1X
ACTH i 30x ACTH) je bila veca od 80% i statisticka analiza je pokazala odsustvo znacajne razlike
izmedu tretiranih i netretiranih (kontrolnih) sferoida. Pored toga, uzimajuéi u obzir sve vremenske
tacke, odnosno izlaganje fizioloSkim i visokim koncentracijama ACTH tokom 7, 14 i 19 dana,
proseéna vijabilnost kardiomiocita bila je 104% (Slika 34).

Medutim, prime¢eno je da je nivo ATP znacajno povisen u sferoidima kardiomiocita
izlozenim visokim koncentracijama ACTH u odnosu na ¢elije tretirane fizioloSkim koncentracijama
ACTH (p=0,0001, p=0,01 i p=0,02, nakon 7, 14 i 19 dana tretmana, redom), kao §to je prikazano na
Slici 34. Sa druge strane, analiza genske ekspresije markera Ki-67, pokazala je odsustvo celijske
proliferacije u sferoidima kardiomiocita tretiranim visokim koncentracijama ACTH. Naime,
ekspresija gena koji kodira nuklearni faktor Ki-67 nije se razlikovala izmedu netretiranih i sferoida
tretiranih sa 1x ACTH, kao i 30x ACTH, tokom 7, 14 i 19 dana. Takode, kada se razmatraju sve
vremenske tacke, nije bilo znacajne razlike u ekspresiji MYL2, PLN, kao ni NKX2.5 u sferoidima
izlozenim hroni¢nom tretmanu sa 1x ACTH, kao i 30x ACTH, u odnosu na netretirane
kardiomiocite.

Sa druge strane, merenjem vrednosti aktivirane kaspaze 3, koja je ostala niska tokom
perioda u kulturi, primeceno je da izlaganje humanih kardiomiocita ACTH tretmanu (1x ACTH 1
30x ACTH) ne indukuje porast apoptoze u odnosu na netretirane Celije (Slika 35). Pored svega,
nakon 19 dana ACTH tretmana zabeleZeno je dozno-zavisno smanjenje nivoa aktivirane kaspaze 3,
kao $to je predstavljeno na Slici 35.

67



150+ ek

it . »

K 125-
£
8 1004 T
£ T
°  75-
fan]
-4
4
)]
g s0-
= 25
£

0 |

&

[ Kontrola M 30x ACTH

[J 1xACTH W Staurosporin

Slika 34. Efekti tretmana adrenokortikotropnim hormonom (ACTH) na vijabilnost humanih
kardiomiocita u 3D modelu sferoida. Prilikom ispitivanja potencijalnih direktnih efekata ACTH, kao
marker vijabilnosti, odredivan je nivo ATP u pojedina¢nim sferoidima humanih kardiomiocita formiranih
indukcijom pluripotentnih stem celija. Odredivan je uticaj tretmana fizioloskim (1x ACTH = 22 ng/L) i
suprafizioloskim (30x ACTH = 660 ng/L) koncentracijama ACTH i kao negativna kontrola kori§¢ene su
¢elije koje su tokom 24 h bile izlozene 1 puM rastvoru staurosporina, potentnom induktoru apoptoze.
Rezultati su analizirani primenom Studentovog t testa i izraZeni su u procentima, uzimajuéi da je vijabilnost
netretiranih sferoida (Kontrola) iznosila 100%. Podaci su prikazani kao srednje vrednosti & standardne
greske i pri tom je za svaku vremensku ta¢ku koris¢eno n = 10-16 sferoida po tretmanu. ** (p < 0,01) i ***
(p < 0,001) u odnosu na netretirane sferoide (Kontrola); # (p < 0,05) i ### (p < 0,001) u poredenju sa
sferoidima kardiomiocita koji su izloZeni tretmanu sa 1x ACTH; §§§ (p < 0,001) u odnosu na sferoide
humanih kardiomiocita tretirane sa 30x ACTH.
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Slika 35. Efekti izlaganja adrenokortikotropnom hormonu (ACTH) na vrednosti aktivirane kaspaze 3
u 3D modelu sferoida humanih kardiomiocita. Prilikom istraZivanja potencijalnih in vitro efekata ACTH,
kao marker apoptoze, odredivan je nivo aktivirane kaspaze 3 u pojedina¢nim sferoidima kardiomiocita
nastalih indukcijom humanih pluripotentnih stem c¢elija. Ispitivan je uticaj tretmana fizioloskim (1x ACTH =
22 ng/L) i suprafizioloskim (30x ACTH = 660 ng/L) koncentracijama ACTH, i pri tom su kao pozitivna
kontrola primenjene ¢elije koje su tokom 24 h bile izloZzene 1 uM rastvoru staurosporina, induktora apoptoze.
Dobijene vrednosti su analizirane Studentovim t testom i za svaku vremensku ta¢ku primenjeno je n = 10-16
sferoida po tretmanu. Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti + standardne greSke, uzimajuéi da je
vrednost aktivirane kaspaze 3 u humanim kardiomiocitima netretiranih sferoida (Kontrola) iznosila 1. ** (p <
0,01) i *** (p < 0,001) u odnosu na netretirane sferoide (Kontrola); # (p < 0,05) i ## (p < 0,01) u poredenju
sa sferoidima kardiomiocita koji su izlozeni tretmanu sa 1x ACTH; § (p < 0,05) u odnosu na sferoide
humanih kardiomiocita tretirane sa 30x ACTH.
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5. DISKUSIJA

5.1. Uticaj hroni¢nog tretmana magnezijumom na ponasanje muzZjaka
pacova u modelu depresije rezistentne na tricikli¢ne antidepresive

Rezultati prve eksperimentalne faze upucuju na bihejvioralne efekte magnezijuma u modelu
depresivnog ponaSanja indukovanog hronicnom primenom ACTH kod muzjaka pacova. U
pomenutom modelu depresije, za koji su prethodna istrazivanja pokazala da odrazava fenotip
rezistentan na primenu tricikli¢nih antidepresiva, prvi put je pokazana anksioliticka i antidepresivna
aktivnost magnezijuma, primenjenog peroralnim putem (300 mg Mg/L vode za pice) i u trajanju od
28 dana, kod eksperimentalnih Zivotinja. Promene u ponaSanju glodara, nakon dugotrajnog
izlaganja ACTH, kao i Mg tretmanu, manifestovale su se promenama odgovarajué¢ih parametara
koji su praceni u bihejvioralnim testovima: testu otvorenog polja i testu forsiranog plivanja.

U istrazivanjima sprovedenim u sklopu ove doktorske disertacije uspostavljen je animalni
model depresivnog ponasanja zasnovan na protokolu tretmana adrenokortikotropnim hormonom
koji je veoma sli¢an protokolu koji je korisé¢en u nekoliko studija, i pri tom podrazumeva supkutanu
primenu ACTH (1-24) kod glodara (miSeva ili pacova), u dozi od 100 ug/dan i trajanju od 3, 7, 14
ili 21 dan (Kitamura i sar., 2002a, 2008a, 2008b, 2008c, 2010, 2014; Iwai i sar., 2013; Walker i sar.,
2013; Kim i sar., 2016).

Naime, pokazano je da hroni¢na primena ACTH indukuje porast aktivnosti HPA ose i
istovremeno povecava gustinu serotonergic¢kih 5-HT;a receptora (Kuroda i sar., 1992). U skladu sa
jednom od prihvaéenih hipoteza, koje objasnjavaju nastanak depresivnog poremecaja, receptori za
serotonin, prevashodno 5-HT,a podtip, ispoljavaju znacajnu ulogu u patofiziologiji ovog
psihijatrijskog oboljenja (Arango i sar., 1990; Arora i Meltzer, 1989; Biegon i sar., 1987; Mann i
sar., 1986; Pandeyet i sar., 2002). U post mortem studijama je primeéena povecana ekspresija 5-
HT,a receptora u mozgu kod osoba koje su patile od depresije (Kitamura 2008c).

U prvom setu eksperimenata u nasem istrazivanju, prilikom pra¢enja promena u ponasanju
muzjaka pacova, otkriveno je da ACTH (10 ug/dan, 21 dan, s.c.) ispoljava proanksiogeni efekat.
Pomenuti efekat se ogleda u ¢injenici da su Zivotinje izloZene ACTH tretmanu tokom OFT znac¢ajno
kra¢i put preSle 1 manje vremena provele u centralnoj zoni polja, U poredenju sa Zivotinjama iz
kontrolne grupe. Povrh toga, hroni¢na primena ACTH nije uticala na spontanu lokomotornu
aktivnost zivotinja. Naime, ACTH, kao glavni regulator sekrecije glukokortikoida, je indukovao
hiperaktivnost HPA ose, pracenu porastom hormona stresa-kortikosterona u plazmi, $to je dovelo
do povlacenja zivotinja u periferne delove arene za OFT i smanjene eksplorativne aktivnosti, sto
sve zajedno upucuje na ponasanje sli¢no anksioznosti. Nasuprot tome, dugotrajna primena Mg (300
mg magnezijuma/L, 28 dana, per 0s), putem vode za pice, imala je anksioliti¢ko delovanje kod ovih
Zivotinja i znacajno je produzila vreme provedeno u centralnoj zoni polja za OFT.

U prilog nasim rezultatima govori ¢injenica da i u drugim animalnim studijama ACTH
tretman nije uticao na spontanu lokomotornu aktivnost glodara, odnosno na ukupni predeni put
tokom OFT (Kitamura i sar., 2002a; Kim i sar., 2016; Pereira i sar., 2019). Medutim, u istrazivanju
koje su sproveli Walker i saradnici (2013), ACTH (100 pg/dan, 14 dana) nije ispoljio anksiogeni
efekat i prilikom izvodenja OFT nije bilo znacajnih razlika izmedu eksperimentalnih grupa u
vremenu provedenom u centralnom delu polja. Navedena odstupanja se mogu objasniti razlikama u
izboru doze ACTH, kao i u duzini tretmana. Sa druge strane, u velikom broju preklinickih modela
potvrdeno je da izlaganje hroni¢nom stresu, kao i egzogenoj primeni glukokortikoida, dovodi do
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razvoja depresivnog fenotipa, uz pratece simptome anksioznosti (Grippo i sar., 2008; Murray i sar.,
2008; Donner i sar., 2012; Chang i sar., 2016; Gong i sar., 2018; Wang i sar., 2018; Mohammadi i
sar., 2019; Liu i sar., 2020). Naime, Donner i saradnici (2012) su pokazali da je neinvazivna,
dugotrajna primena kortikosterona (400 mg/L, 21 dan) ispoljila izrazen anksiogeni efekat kod
muzjaka pacova, koji se manifestovao u bihejvioralnim testovima- OFT i uzdignutom plus lavirintu
(eng. elevated plus maze, EPM). Pomenuti efekat se odrazio na vreme provedeno u centralnom delu
arene za OFT, koje je bilo skraceno kod zivotinja izloZenih kortikosteronu, kao i na broj ulazaka i
vreme provedeno u otvorenim kracima EPM, koji su bili zna¢ajno smanjeni u ovoj ekperimentalnoj
grupi (Donner i sar., 2012). Pored toga, u modelu depresivnog ponasanja, indukovanog ponavljanim
izlaganjem glodara stresu imobilizacije u trajanju od 3 h, tokom tri nedelje, kod ovih Zivotinja su se
razvili simptomi sli¢ni anksioznosti udruzene sa depresivnim poremec¢ajem (Mohammadi i sar.,
2019). Pomenuta simptomatologija se reflektovala na vreme provedeno u centralnoj zoni polja za
OFT, koje je bilo skrac¢eno kod ovih zivotinja, kao i na broj ulazaka i vreme provedeno u otvorenim
kracima EPM, koji su bili smanjeni kod ovih Zivotinja u odnosu na kontrole (Mohammadi i sar.,
2019).

U naSoj studiji, hroni¢na primena ACTH kod eksperimentalnih zivotinja, kao jednog od
kljuénih  molekulskih medijatora stresa, dovela je do razvoja depresivnog ponaSanja, $to se
manifestovalo prilikom izvodenja FST znacajnim porastom vremena imobilnosti, kao i skra¢enim
vremenom provedenim u plivanju. Do danas, sproveden je veliki broj istrazivanja u kojima su kod
eksperimentalnih  Zivotinja opisane bihejvioralne promene koje odgovaraju depresivnoj
simptomatologiji i nastupaju nakon izlaganja jedinke hroni¢nom stresu. Pokazano je da razliditi
oblici hroni¢nog stresa, ukljucujuéi stres socijalne izolacije, hroni¢ni blagi ili stres nepredvidive
prirode, stres uzrokovan fizi¢ckim sputavanjem, ponavljanom imobilizacijom zivotinje, maternalnom
deprivacijom, kao i dugotrajna primena glukokortikoida, indukuju razvoj promena u ponasanju koje
reflektuju depresivni fenotip (Grippo i sar., 2008; Murray i sar., 2008; Donner i sar., 2012; Gong i
sar., 2018; Shepard i sar., 2018; Mohammadi i sar., 2019; Xie i sar., 2019; Liu i sar., 2020). Smatra
se da je Porsoltov FST jedan od najpouzdanijih skrining testova, koji se primenjuje u cilju
validacije modela depresije i ispitivanja potencijalnih novih antidepresiva, zahvaljujuéi prac¢enju
relevantnih parametara, indikativnih za ovaj afektivni poremecaj (Porsolt i sar., 1978; Rotzinger i
sar., 2010). Parametri koji se prate tokom FST, prevashodno produZzeno vreme imobilnosti, kao i
skrac¢eno vreme provedeno u plivanju i penjanju uz zidove staklenog cilindra, su usvojeni kao
pokazatelji osecaja bespomocnosti kod Zivotinje, odnosno odsustva nade i volje da pronade izlaz iz
stresne situacije (Detke i Lucki, 1996; Can i sar., 2012). Tako je, na primer, u studiji Donner i sar.
(2012), primenom neinvazivnog modela hiperkortizolemije, pokazano da se kod odraslih muzjaka
pacova nakon tronedeljnog tretmana kortikosteronom (100 pg/mL ili 400 pg/mL) razvija depresivna
simptomatologija koja se tokom izvodenja FST manifestuje izraZenim porastom vremena
imobilnosti, kao i redukovanim vremenom provedenim u penjanju uz cilindar. Takode, u modelu
rane socijalne izolacije, Gong i sar. (2018) su primetili da se, nakon 8 dana izolacije, tokom
forsiranog plivanja javlja znacajno povecanje vremena imobilnosti kod miseva. U skladu sa ovim
nalazima, kao i nasim rezultatima, u studiji koju su sproveli Liu i sar. (2020), u modelu hroni¢nog
blagog stresa, zabelezen je primetan porast vremena imobilnosti kod miseva.

Interesantno je pomenuti i druga istrazivanja u kojima je pracen uticaj ponavljane primene
ACTH na ponaSanje eksperimentalnih Zivotinja, uz izvesne modifikacije protokola. Nasi rezultati
konzistentni su sa nalazima studije u kojoj su Song i sar. (2019) pokazali znacajno poveéanje
vremena imobilnosti tokom FST, kod muzjaka pacova Wistar soja, izloZzenih dugotrajnoj primeni
ACTH (100 pg/dan, 14 dana), u poredenju sa zdravim jedinkama kontrolne grupe. U ispitivanju
koje su sproveli Kim i saradnici (2016), takode je prime¢eno povecanje vremena imobilnosti tokom
forsiranog plivanja kod eksperimentalnih zivotinja, muzjaka pacova Wistar soja, nakon izlaganja
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ACTH tretmanu (100 pg/dan) u trajanju od tri nedelje. Nasuprot tome, u drugim istraZivanjima,
nakon primene iste doze ACTH, tokom dve nedelje, vreme imobilnosti u testu forsiranog plivanja
kod ovih zivotinja nije se razlikovalo u odnosu na kontrolnu grupu (Kitamura i sar., 2002a, 2008a,
2008b; Iwai i sar., 2013; Walker i sar., 2013). Pored toga, Kitamura i saradnici (2002a) su pokazali
da jednokratna primena ACTH (100 pg/dan) kod muzjaka pacova 24 h pre izvodenja FST, kao i
tretman u trajanju od tri ili sedam dana, ne ispoljavaju efekte na vreme imobilnosti u testu u
poredenju sa kontrolnim Zivotinjama. Pomenute razlike u rezultatima testa ponaSanja,
najverovatnije su posledica duzine primene ACTH, izbora doze, kao i velike interindividualne
varijabilnosti kada su u pitanju odredeni sojevi eksperimentalnih Zivotinja.

Smatra se da se najveci znacaj testa forsiranog plivanja ogleda u moguénosti skrininga i
ispitivanja efikasnosti potencijalnih, novih antidepresiva u animalnim modelima stresa, odnosno
depresivnog ponasanja (Detke i Lucki, 1996). Pokazano je da akutna, kao i hroni¢na primena
predstavnika razlicitih terapijskih klasa antidepresiva, poput tricikli¢nih antidepresiva, selektivnih
inhibitora preuzimanja serotonina i inhibitora preuzimanja serotonina i noradrenalina, kod zdravih
jedinki, ali i kod zivotinja izlozenih hroni¢nom stresu, skracuje vreme imobilnosti i/ili dovodi do
izraZzenog poveéanja vremena provedenog u plivanju ili penjanju uz FST cilindar (Porsolt i sar.,
1978; Detke i sar., 1995; Detke i Lucki, 1996; Kulkarni i Dhir, 2007; Xie i sar., 2019). Jedna od
postoje¢ih hipoteza je da povecanje noradrenergicke transmisije u mozgu skra¢uje vreme
imobilnosti i istovremeno selektivno produzava vreme provedeno u penjanju uz zidove staklenog
FST cillindra. Sa druge strane, pokazano je da se porast serotonergicke transmisije U mozgu
manifestuje skra¢enim periodom imobilnosti i produzenim vremenom provedenim u plivanju
(Detke i Lucki, 1996). Medutim, kao $to je ve¢ navedeno, ranija istraZivanja su potvrdila da u
modelu depresije, indukovane hroni¢nom primenom ACTH (100 pg/dan, 14 dana), sam ACTH
tretman kod glodara efikasno suprimira efekte tricikli¢nih antidepresiva na vreme imobilnosti,
prilikom izvodenja FST. Shodno tome, smatra se da je opisani fenomen jasan pokazatelj da
antidepresivni efekat triciklicnih antidepresiva izostaje u ovaj modelu, $to upucuje na zakljucak da
se kod zivotinja razvio depresivni fenotip rezistentan na tretman lekovima iz ove terapijske klase
(Kitamura i sar., 2002a, 2008a, 2008b, 2010, 2014; Iwai i sar., 2013; Walker i sar., 2013; Kim i sar.,
2016). Prema dosadasnjim saznanjima, u nasoj studiji je prvi put zabelezeno da hroni¢na primena
Mg u ovom modelu depresivnog ponasanja, znacajno redukuje vreme imobilnosti i istovremeno
dovodi do primetnog porasta vremena provedenog u plivanju, odnosno aktivhom ponaSanju
usmerenom ka trazenju izlaza iz cilindra. Navedeni rezultati upucuju na antidepresivni efekat Mg,
koji pretpostavlja se delom nastaje usled supresije prekomerne aktivnosti HPA ose. Pri tom, u nasoj
studiji je prvi put pokazana efikasnost Mg kao potencijalnog terapijskog, odnosno adjuvantnog
agensa u animalnom modelu depresije rezistentne na terapiju i prac¢ene hiperaktivnos¢u HPA
osovine.

Prve implikacije o povezanosti izmedu magnezijuma 1 patoloskih mehanizama uklju€enih u
nastanak depresivnog i anksioznih poremecaja pojavile su se nakon objavljivanja studije u kojoj su
pracene bihejvioralne promene kod miSeva, uzrokovane restrikcijom unosa magnezijuma
(Singewald i sar., 2004). U pomenutom istrazivanju, nakon 28 dana primene dijetetskog rezima koji
obezbeduje 10% dnevnih potreba za unosom Mg (50 mg magnezijuma/kg hrane), kod ovih Zivotinja
je primec¢eno smanjenje koncentracije Mg u plazmi za 45%. Deficijencija Mg u organizmu ispoljila
je prodepresivni i anksiogeni efekat kod ovih Zivotinja, bez uticaja na spontanu lokomotornu
aktivnost, sto je sve zajedno zabelezeno u bihejvioralnim testovima (Singewald i sar., 2004). Nakon
toga, usledile su studije koje su potvrdile validnost navedenog modela, kao i moguénost primene u
cilju ispitivanja neurobiologije depresije i anksioznog poremecaja (Muroyama i sar., 2009; Whittle i
sar., 2011; Sartori i sar., 2012). Sartori i saradnici (2012) su u pomenutom modelu, zasnovanom na
restrikciji unosa magnezijuma, otkrili da deficijencija ovog mikronutrijenta u organizmu dovodi do
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poremecaja aktivnosti HPA ose kod misSeva, pri ¢emu se povecava genska ekspresija CRF u
hipotalamusu, kao i nivo ACTH u krvi. Sa druge strane, hroni¢na peroralna primena tricikli¢nog
antidepresiva desipramina (30 mg/kg/dan) efikasno je antagonizovala prodepresivni efekat deplecije
magnezijuma kod eksperimentalnih Zivotinja, $to se manifestovalo normalizacijom parametara u
bihejvioralnim testovima, normalizacijom ekspresije CRF u hipotalamusu i koncentracije ACTH u
plazmi (Singewald i sar., 2004; Sartori i sar., 2012). Pored toga, akutna primena diazepama (1
mg/Kg, i.p.), kao i hroni¢ni tretman desipraminom ispoljili su anksioliticke efekte u ovom modelu
(Sartori i sar., 2012).

U studijama u kojima su praceni efekti primene magnezijuma, primeceno je znacajno
skracenje perioda imobilnosti u testu forsiranog plivanja, kod stresiranih, ali i nestresiranih
zivotinja, nakon tretmana. Tokom poslednjih nekoliko decenija, od uvodenja ovog bihejvioralnog
testa (Porsolt i sar., 1978), skra¢eno vreme imobilnosti se smatra relevantnim pokazateljem
antidepresivnog delovanja. Poleszak i saradnici (2005a) su pokazali da akutna (30 mg Mg/kg), kao i
subhroni¢na primena magnezijum hlorida (24 h, 5 hi 1 h pre izvodenja FST) kod eksperimentalnih
zivotinja, u dozi od 15, 30, kao i 50 mg Mg/kg, dovodi do znacajnog skrac¢enja perioda imobilnosti.
Medutim, u ovoj studiji je prime¢eno da nakon hroni¢nog Mg tretmana (30 mg/kg, u trajanju od 14
dana) kod pacova, opisani antidepresivni efekat izostaje, odnosno razvija se tolerancija kod
Zivotinja. Pomenuto zapazanje je potkrepljeno ¢injenicom da prilikom izvodenja FST, hroni¢ni Mg
tretman nije uticao na vreme imobilnosti (Poleszak i sar., 2005a). Sa druge strane, u istraZivanju
sprovedenom na miSevima, zabeleZeno je znacajno skra¢enje vremena imobilnosti nakon akutnog,
ali i hroni¢nog Mg tretmana. U ovoj studiji je pokazano da akutna primena Mg, u obliku hlorida,
sulfata i hidroaspartata, i u dozi od 20 i 30 mg Mg/kg, kao i hroni¢ni Mg tretman (30 mg/kg, u
obliku soli hidroaspartata, tokom 14 dana) ispoljavaju antidepresivni efekat kod Zivotinja (Poleszak
i sar., 2004). Pored toga, i akutna i hroni¢an primena Mg su imale anksioliticki efekat koji se
odrazio na broj ulazaka i vreme provedeno u otvorenim kracima uzdignutog plus lavirinta, bez
promena, odnosno uticaja na spontanu lokomotornu aktivnost zivotinja (Poleszak i sar., 2004). Ovi
rezutati su konzistentni sa nalazima dobijenim u sklopu nase studije.

Nakon objavljivanja otkrica do kog su dosli Poleszak i sar. (2004), prilikom ispitivanja
bihejvioralnih efekata magnezijuma, usledile su studije u kojima je prac¢ena aktivnost kombinovane
primene Mg i standardnih ili atipi¢nih antidepresiva, kao i promene u ¢elijskoj signalizaciji kod
glodara. Poleszak i sar. (2005b) su pokazali da akutna primena subefektivnih doza magnezijuma (5 i
10 mg/kg) i imipramina (10 i 15 mg/kg), ispoljava sinergisti¢ki efekat kod nestresiranih miseva, $to
se manifestovalo zna¢ajno redukovanim vremenom imobilnosti kod ovih Zivotinja u poredenju sa
kontrolnom grupom. Potom, sprovedeno je istrazivanje u kom su Poleszak i sar. (2006) indukovali
promene u ponasanju zivotinja primenom stresa uzrokovanog akutnom imobilizacijom, u trajanju
od 2 h, §to se kasnije odrazilo i na parametre testa forsiranog plivanja. Naime, primeceno je
znacajno povecanje vremena imobilnosti (priblizno 21%) kod ovih miseva, ali i normalizacija ovog
parametra nakon akutnih tretmana magnezijumom (10 mg/kg) i imipraminom (15 mg/kg) (Poleszak
i sar., 2006). Takode, u ovoj studiji je pokazano da kombinovana primena magnezijuma i
imipramina dovodi do skrac¢enja perioda imobilnosti u poredenju Sa stresiranim, ali 1 Zivotinjama
kontrolne grupe (Poleszak i sar., 2006). Neophodno je istaci da je u istrazivanjima ispitivan efekat
kombinovane primene magnezijuma i antidepresiva razliitih farmakoloskih profila, ukljucujuci
citalopram, reboksetin i tianeptin (Poleszak, 2007a). U studiji iz 2007. godine primeéeno je da
akutna, kombinovana primena magnezijuma (10 mg/kg) i1 selektivnog i specifi¢nog inhibitora
preuzimanja noradrenalina- reboksetina (2,5 mg/kg), u subefektivnim dozama, nije uticala na
ponasanje miSeva tokom forsiranog plivanja. Nasuprot tome, akutna primena subefektivnih doza
magnezijuma (10 mg/kg) u kombinaciji sa citalopramom (15 mg/kg), selektivnim inhibitorom
preuzimanja serotonina, ili tianeptinom (20 mg/kg), atipicnim antidepresivom koji stimuliSe
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preuzimanje serotonina, ispoljila je sinergisticki, antidepresivni efekat. Pomenuti efekat se odrazio
na ponaSanje zivotinja prilikom izvodenja FST i za rezultat je imao znacajno skraenje vremena
imobilnosti, bez promena u lokomotornoj aktivnosti miseva (Poleszak, 2007a). Dodatno, uoceno je
da u eksperimentalnoj grupi izlozenoj pretretmanu inhibitorom sinteze serotonina, p-
hlorofenilalaninom (200 mg/kg, tokom tri dana), magnezijum (30 mg/kg) nije ispoljio
antidepresivnu aktivnost i izostao je ocekivani efekat na vreme imobilnosti (Poleszak, 2007a).
Shodno tome, jedna od pretpostavki je da su bihejvioralni efekti magnezijuma bar delom
posredovani modulacijom serotonergic¢ke transmisije (Poleszak, 2007a).

Medutim, zabrinjavajuca statistika koja govori da tokom primene antidepresiva, Koji
moduliSu prevashodno signalizaciju posredstvom monoaminskih neurotransmitera, priblizno 30%
pacijenata ne pokazuje terapijski odgovor, kao i Cinjenica da se u klinickoj praksi Cesto javlja
relaps, nametnuli su potrebu za novim pristupom u leCenju. Prava prekretnica u istrazivanju bila je
pilot studija u kojoj je pokazano da je akutna primena subanesteticke doze ketamina (0,5 mg/kg,
i.v.) dovela do remisije u roku od nekoliko sati, kod osoba koje su patile od depresije rezistentne na
terapiju (Berman i sar., 2000). Nakon toga, usledio je veliki broj studija u kojima su ispitivane
neurohemijske i funkcionalne promene u osnovi ovog fenomena i antidepresivnog efekta ketamina.
Konzistentnost ovog nalaza potvrdilo je i otkrice da kod depresivnih pacijenata postoji poremecaj
ekscitatorne 1/ili inhibitorne neurotransmisije, praen promenama u neuralnoj plasti¢nosti i nivou
glutamata i GABA u mozgu (Lener i sar., 2017). Tokom poslednje dve decenije, u preklinickim i
klinickim ispitivanjima paznja je bila usmerena na daljem proucavanju uloge glutamatergicke, ali i
GABA-ergicke transmisije u patofiziologiji i terapiji depresivnog poremecaja (Razmjou i sar.,
2016).

Prilikom tretmana eksperimentalnih zivotinja magnezijumom, Poleszak (2008) je primetio
interakciju izmedu ovog bioelementa i supstanci koje deluju kao ligandi benzodiazepinskog mesta
vezivanja GABAA, receptora. Naime, akutna primena Mg (20 mg/kg) imala je anksioliticki efekat
kod miSeva, Kkoji se manifestovao poveéanjem broja ulazaka, kao i vremena provedenog u
otvorenim kracima uzdignutog plus lavirinta. Takode, uoceno je da kombinovana aplikacija
subefektivnih doza magnezijuma i agonista GABA—ergicke transmisije, hlordiazepoksida (2 mg/kg)
ili diazepama (0,5 mg/kg), ispoljava anksioliticko delovanje. Nasuprot tome, primena parcijalnog
agoniste benzodiazepinskih GABA receptora— flumazenila (10 mg/kg), antagonizovala je
bihejvioralne efekte Mg u uzdignutom plus lavirintu (Poleszak, 2008). Prema tome, pretpostavlja se
da je GABA—ergicka neurotransmisija, prevashodno aktivacija GABAA receptora u centralnom
nervnom sistemu, znacajna za ostvarivanje anksiolitickog dejstva magnezijuma (Poleszak, 2008).
Sa druge strane, nekoliko studija, konceptualno osmisljenih da testiraju efekte Mg u uslovima
kombinovane primene selektivnih liganada, uputilo je na klju¢nu ulogu signalizacije posredstvom
glutamatergickih NMDA receptora U razvoju anksioliti¢kog i antidepresivnog efekta magnezijuma.
Poleszak i sar. (2008b) su pokazali da primena subefektivnih doza Mg i parcijalnog agoniste mesta
za vezivanje glicina na NMDA receptorima— D-cikloserina (2,5 mg/kg), ili nekompetitivhog
antagoniste NMDA receptora— supstance MK-801, (0,05 mg/kg), ispoljavaju sinergizam i znacajno
povecavaju procenat vremena provedenog u otvorenim kracima EPM kod miSeva. Tretman D—
serinom (100 nmol/zivotinji), Selektivnim agonistom glicinskog mesta vezivanja na NMDA
receptorskom kompleksu, efikasno je blokirao anksioliticku aktivnost Mg prilikom izvodenja EPM
testa. Potom, usledila je studija u kojoj su Poleszak i sar. (2008c) otkrili da tretman D—serinom (100
nmol/Zivotinji) antagonizuje antidepresivni efekat Mg (30 mg/kg) kod miSeva, §to se manifestovalo
tokom testa forsiranog plivanja.

Medutim, imajuéi u vidu da su u opisanim preklinickim istraZivanjima, antidepresivni i
anksioliticki efekti Mg pokazani kod nestresiranih Zivotinja, neophodno je bilo ispitati uticaj
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suplementacije magnezijumom na promene u ponasanju zivotinja izlozenih hroni¢nom stresu. U
studiji Pochwata 1 sar. (2014) primeceno je da izlaganje muzjaka pacova hroni¢cnom blagom stresu,
tokom sedam nedelja, dovodi do progresivnog smanjenja unosa zasladenog, 1% rastvora saharoze,
Sto odrazava anhedoniju, jedan od klju¢nih simptoma depresivnog poremecaja. U pomenutoj studiji
otkriveno je da hroni¢na primena magnezijum hidroaspartata (15 mg/kg, tokom pet nedelja)
ispoljava antidepresivnu aktivnost, koja za posledicu ima normalizaciju unosa zasladenog rastvora
kod eksperimentalnih zivotinja, bez uticaja na unos ovog rastvora kod kontrolne grupe. Dodatno,
hroni¢ni stres je indukovao porast ekspresije GIUN1 subjedinice NMDA receptora u prefrontalnom
korteksu i1 amigdalama, kao i GIuN2A subjedinice u hipokampusu, dok je primena Mg
antagonizovala pomenuti efekat (Pochwat i sar., 2014). Kasnije, u jo$ jednoj studiji je opazeno da
suplementacija magnezijumom uti¢e na ekspresiju proteina od kljuénog znacaja za glutamatergi¢ku
i GABA-ergi¢ku transmisiju- u ovom slucaju glutamat dekarboksilazu 67 kDa (GAD-67) u
razli¢itim regijama mozga (Pochwat i sar., 2016). Poznato je da GAD-67 predstavlja glavnu
izoformu enzima koji vrsi dekarboksilaciju glutamata, pri ¢emu se sintetiSe GABA, kao i1 da tokom
razvoja ovaj proces reguliSe grananje aksona interneurona i formiranje sinapsi (Chattopadhyaya i
sar., 2007). Kod pacijenata koji pate od bipolarnog poremecaja i shizofrenije studije su potvrdile
smanjenu ekspresiju izoenzima GAD-67 u mozgu (Heckers i sar., 2002; Kalkman i Loetscher,
2003). Sa druge strane, Pochwat i sar. (2016) su primetili da primena magnezijum hidroaspartata
(15 mg/kg, intraperitonealno) u modelima stresa: u modelu bilateralne olfaktorne bulbektomije
tokom 14 dana i u modelu hroni¢nog blagog stresa tokom 35 dana, znacajno poveéava ekspresiju
GAD-67 u prefrontalnom korteksu pacova. Dodatno, u modelu hroni¢nog blagog stresa, ekspresija
GAD-67 je bila znacajno povisena i u amigdalama (Pochwat i sar., 2016). Ova saznanja, kao i
prethodno opisana istrazivanja u kojima su praceni bihejvioralni efekti antagonista, parcijalnih
agonista i agonista NMDA receptora, dodatno govore u prilog hipotezi o ulozi ovih receptora i
glutamatergicke transmisije u patofiziologiji depresije i razvoju antidepresivnog efekta Mg kod
ekperimentalnih Zivotinja.

Medutim, druge studije koje su za cilj imale karakterizaciju bihejvioralnih efekata supstanci
koje deluju kao NMDA ligandi, iznele su razli¢ite rezultate, od kojih neki upuéuju da se
antidepresivno, ali ne i anksiolitiCko dejstvo Mg ostvaruje posredstvom NMDA receptora (Haj-
Mirzaian i sar. (2015), dok drugi nalazi sugerisu da, prilikom kombinovane primene, Mg ne utie na
antidepresivnu aktivnost ketamina (Razmjou i sar., 2016). Naime, Haj-Mirzaian i sar. (2015) su
koristili model socijalne izolacije kod miseva, u trajanju od ¢etiri nedelje, u periodu adolescencije,
da bi potom, kada su eksperimentalne zivotinje dostigle zrelost, primenom relevantnih testova
(OFT, test na plo¢i, FST i test prskanja), istrazili efekte nekompetitivnih antagonista NMDA
receptora. Nakon akutnih tretmana ketaminom (1 mg/kg), supstancom MK-801 (0,05 mg/kg) ili
magnezijum sulfatom (10 mg/kg), ispitivani su njihovi efekti na ponaSanje eksperimentalnih
zivotinja. Istrazivaci su zaklju€ili da se blokadom glutamatergickih NMDA receptora antagonizuje
prodepresivni, ali ne i proanksiogeni efekat socijalne izolacije kod miseva (Haj-Mirzaian i sar.,
2015). Neophodno je pomenuti da je glavni nedostatak ove studije izbor doze za koju je u
prethodnim eksperimentima pokazano da je subefektivna, kao i nedostatak analize odnosa doza i
efekat. Sa druge strane, u istrazivanju koje su sproveli Razmjou i sar. (2016) zapaZeno je da
dugotrajni tretman magnezijum hidroaspartatom (14 dana, i.p.) i akutna primena ketamina (15
mg/kg) kod miseva, ne ispoljavaju sinergisticki, kao ni aditivni efekat. Shodno tome, odsustvo
interakcije, kao i Cinjenica da je u testu forsiranog plivanja efekat Mg na vreme imobilnosti izostao,
naveli su autore na zakljucak koji ne podrzava primenu magnezijuma kao adjunktivne terapije kod
depresivnih pacijenata podvrgnutih tretmanu ketaminom (Razmjou i sar., 2016). U pomenutoj
studiji se, medutim, ne navodi doza magnezijuma kojoj su izloZzene eksperimentalne Zivotinje, 1
stoga se namece pitanje interpretacije dobijenih rezultata.
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5.2. Hroni¢na primena magnezijuma stimuliSe neurogenezu u
hipokampusu u modelu depresije rezistentne na tricikli¢ne
antidepresive

Prilikom imunohistohemijske analize hipokampusa, u naSoj studiji nije detektovana
znacajna promena u ekspresiji BDNF proteina kod eksperimentalnih zivotinja dugotrajno izloZenih
ACTH tretmanu. Rezultati su pokazali samo blagi trend porasta broja Ki-67 imunopozitivnih ¢elija
kod ovih Zzivotinja. Sa druge strane, primeceno je da hroni¢na primena Mg kod nestresiranih
zivotinja, ali u modelu depresije rezistentne na triciklicne antidepresive stimuliSe proces adultne
neurogeneze, indukujuéi porast ekspresije Ki-67, kao i BDNF proteina u dentatnom girusu
hipokampusa. Pored toga, zapaZen je sinergisticki efekat ponavljane primene ACTH i Mg na
neurogenezu, sto je uslovilo primetan porast broja Ki-67 imunopozitivnih neurona u hipokampusu
zivotinja izlozenih kombinovanom ACTH/Mg tretmanu. Prema tome, zabelezena otkri¢a govore u
prilog hipotezi da Mg ispoljava neuroprotektivni efekat u animalnim modelima afektivnih i
neurodegenerativnih oboljenja, delom zahvaljuju¢i modulaciji procesa adultne neurogeneze u
hipokampusu (Liao i sar., 2017).

Izu¢avanje i spoznaja neurobioloSke osnove afektivnih poremecaja, kao i ispitivanje
efikasnosti i bezbednosti novih lekova iz oblasti neuropsihijatrije, u velikoj meri se oslanjaju na
primenu eksperimentalnih modela u kojima se indukuju psihopatoloske promene karakteristi¢ne za
odredeno oboljenje. Naime, zahvaljujuc¢i primeni modela stresa/depresivnog ponasanja, pretezno
kod glodara, opisane su promene koje se odvijaju pocevsi od genske ekspresije i promena na nivou
subcelularnih struktura do promena u volumenu mozdanih regija, prevashodno PFC i hipokampusa.
Otkriveno je da se tokom dugotrajne izloZenosti stresu, smanjenje zapremine PFC i hipokampusa,
javlja najverovatnije usled smanjenja broja i duzine apikalnih dendrita piramidalnih neurona i
gubitka sinapsi u ovim strukturama (David i sar., 2009; Duman, 2014). Navedena saznanja
dopunjuju nalazi iz post mortem studija, u kojima je opaZena redukovana veli¢ina some neurona
PFC i hipokampusa kod obolelih od depresije (Rajkowska i sar., 1999; Stockmeier i sar., 2004).
Pretpostavlja se da odumiranje neurona i smanjenje broja sinapsi u ovim mozdanim strukturama
uzrokuju poremecaj, u izvesnoj meri gubitak, normalne kontrole raspoloZenja i emocija kod osoba
koje pate od depresije. Poznato je da medijalni PFC ispoljava kontrolu nad odredenim regijama
mozga, prevashodno amigdalama, i gubitak projekcija neurona koji poti€u iz medijalnog PFC
doprinosi poremecaju kontrole emocionalne reaktivnosti, kao i razvoju kognitivnih deficita kod
ovih pacijenata (Duman, 2014).

U kontekstu patoloskih promena koje neizostavno tokom vremena dovode do atrofije
hipokampusa, jednom od prekretnica u istrazivanju smatra se otkri¢e da je u poredenju sa zdravom
populacijom, u mozgu depresivnih pacijenata smanjeno stvaranje novih neurona. Naime, u brojnim
preklini¢kim i klini¢kim studijama je pokazano da hroni¢na izlozenost stresu dovodi do supresije
neurogeneze u hipokampusu odraslih jedinki. Tokom poslednje dve decenije, ispitivanja éelijske i
molekulske osnove stresa, depresije, kao i terapijskog odgovora na antidepresive, preusmerena su sa
monoaminske hipoteze na nove teorije, ukljucujuéi i modele vezane za specifi¢ne neurotrofi¢ne
faktore i njihovu ulogu u nastanku oboljenja (Duman i Monteggia, 2006). Neurotrofi¢ni faktori su
neophodni za razvoj 1 preZivljavanje neurona, kao 1 za ocuvanje karakteristicnog svojstva-
plasti¢nosti nervnog sistema. Pokazano je da stres i antidepresivi ispoljavaju antagonisticke efekte
kada je u pitanju ekspresija odredenih neurotrofina u limbic¢kim regijama uklju¢enim u regulaciju
raspolozenja i kognitivnih funkcija. Opisane promene u ekspresiji neurotrofi¢nih faktora, koje se
javljaju u uslovima stresa i kod depresivnog poremecaja, dovode se u vezu sa atrofijom,
prevashodno smanjenim grananjem apikalnih dendrita i odumiranjem neurona u hipokampusu,
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prefrontalnom korteksu i amigdaloidnim jedrima- mozdanim regionima od klju¢nog znacaja za
patologiju depresije (Wooley i sar., 1990; Watanabe i sar., 1992; Duman i Monteggia, 2006).

Odavno je poznato da stres u velikoj meri doprinosi razvoju neuropsihijatrijskih i
neuroloskih oboljenja. Medutim, potrebno je ista¢i da efekti stresa prevashodno zavise od starosnog
doba jedinke u periodu izlaganja, duzine ekspozicije, kao i prirode stresora. Jedan od glavnih ciljnih
molekula, pripadnika porodice neurotrofina, ¢ija ekspresija je promenjena u uslovima stresa i Koji
se neosporno dovodi u vezu sa patologijom afektivnih poremecaja je BDNF. Naime, od pripadnika
porodice neurotrofina, BDNF pokazuje naj$iru distribuciju u CNS-u i pri tom je najveca ekspresija
otkrivena u hipokampusu i cerebralnom korteksu. BDNF reguliSe ekspresiju fenotipskih markera,
poput enzima koji ucestvuju u sintezi neurotransmitera, poput neuropeptida i kalcijum-vezujuéih
proteina (Vaidya i sar., 1997).

Rezultati klinickih studija 1 istrazivanja sprovedenih na Zivotinjama ukazali su na postojanje
veze izmedu ekspresije BDNF i razvoja velike depresije, anksioznih poremecaja i posttraumatskog
stresnog poremecaja (Karege i sar., 2002; Duman i Monteggia, 2006; Dwivedi, 2010; Bath i sar.,
2013). Kod osoba koje pate od depresivnih poremecaja zabelezeno je znacajno smanjenje broja, kao
i veli¢ine neurona u korteksu (Scharfman, 1997), hipokampusu (Woo i sar., 2005) i dorzalnom
talamusu (Remy i sar., 2005). Pokazano je da kod ovih pacijenata koncentracija BDNF proteina u
serumu pokazuje visok stepen korelacije sa promenama u volumenu sive mase i pojavom relapsa
(Aggio i sar., 2016). Interesantno je da su klinicka ispitivanja ukazala na znacajno snizen Nivo
BDNF u plazmi/serumu kod osoba koje boluju od depresije u poredenju sa zdravim dobrovoljcima
(Karege i sar., 2002a). Takode, primeceno je da u odredenim populacijama pacijenata, remisiju koja
nastupa nakon primene antidepresiva, prati i normalizacija nivoa BDNF proteina u plazmi/serumu
(Aydemir i sar., 2005; Piccinni i sar., 2008; Teixeira i sar., 2010). Analogno tome, Cattaneo i sar.
(2010) su otkrili znacajan pad ekspresije iRNK za BDNF u leukocitima depresivnih pacijenata i
potom normalizaciju ovog deficita nakon terapije escitalopramom. Pomenuta otkri¢a potvrdilo je
jos nekoliko studija i BDNF u cirkuliSu¢im limfocitima se razmatra kao potencijalni biomarker
terapijskog odgovora na antidepresive (Rojas i sar., 2011; Hayley i Litteljohn, 2018; Peng i sar.,
2018).

Medutim, implementacija koncepta analize nivoa perifernog BDNF proteina i primene
dobijenih nalaza u odabiru farmakoterapije, uzeta je u obzir prevashodno zahvaljujuéi korisé¢enju
animalnih modela 1 odredivanju korelacije izmedu nivoa BDNF u krvi 1 mozgu eksperimentalnih
zivotinja. U preklini¢kim studijama, kod razli¢itih Zivotinjskih vrsta je pokazana pozitivna
korelacija izmedu nivoa BDNF u krvi/plazmi i njegove koncentracije u mozdanim regionima koje
karakteri$u upadljive promene kod obolelih od afektivnih poremecaja. Naime, Karege i sar. (2002b)
su primetili pozitivnu korelaciju izmedu nivoa BDNF u serumu i koncentracije ovog neurotrofi¢nog
faktora u frontalnom korteksu pacova, i ova pojava je bila narocito izraZzena kod mladih jedinki.
Pored toga, u istrazivanju koje su sproveli Klein i sar. (2011) pokazana je znacajna pozitivna
korelacija izmedu koncentracije BDNF u krvi/plazmi i nivoa BDNF u hipokampusu, kod svinja i
pacova. Shodno tome, smatra se da periferni nivo BDNF moZe biti prediktor koncentracije BDNF u
strukturama mozga koje odlikuje visoka ekspresija ovog neurotrofina.

Pored indirektnih pokazatelja promena u ekspresiji BDNF u mozgu, u velikom broju studija,
zahvaljujuéi primeni modela akutnog i hroni¢nog stresa (u trajanju od 7 dana do 21 dan), odredivan
je nivo iRNK, kao i BDNF proteina u hipokampusu eksperimentalnih zivotinja. Najpre je pokazano
da akutni, potom i ponavljani stres (7 dana), uzrokovan imobilizacijom zivotinje u trajanju od 2 h,

efekat je uocen u granularnom sloju celija dentatnog girusa, potom u CA3 i CALl piramidalnim
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neuronima hipokampusa (Smith i sar., 1995). Pomenuto otkri¢e potvrdile su studije koje su usledile
u kojima je opisano da akutna, kao i ponavljana imobilizacija Zivotinja, uz primenu razli¢itih
protokola i duzine trajanja stresora, dovodi do smanjenja nivoa iIRNK za BDNF u hipokampusu
pacova (Vaidya i sar., 1997; Ueyama i sar., 1997; Nibuya i sar., 1999). Pored toga, treba pomenuti
da je i tokom primene drugih modela stresa, ukljuc¢ujuéi hroni¢ni nepredvidivi stres (Nibuya i sar.,
1999), ponavljanu primenu elektriénih stimulusa na Sapice (Rasmusson i sar., 2002), model
socijalne izolacije (Scaccianoce i sar., 2006), kao i rano odvajanje mladunaca od majke (Roceri i
sar., 2002), zabeleZzena smanjena ekspresija BDNF u hipokampusu zivotinja.

Medutim, analogno nalazima iz nase studije, postoje istrazivanja u kojima je pokazano da
izlaganje eksperimentalnih Zivotinja stresu ne ispoljava supresorni efekat na hipokampalnu
ekspresiju BDNF. Kuroda i McEwen (1998) su opisali promene koje nastaju nakon izlaganja
odraslih muzjaka pacova stresu uzrokovanim ponavljanim fizickim sputavanjem, odnosno
ograni¢avanjem pokreta zivotinja, tokom tri nedelje. Primecéena je atrofija apikalnih dendrita CA3
piramidalnih neurona hipokampusa i smanjena ekspresija iIRNK za GAP-43 (eng. growth associated
protein 43) u CA3 regionu hipokampusa, uz nepromenjenu ekspresiju IRNK za BDNF (Watanabe i
sar., 1992; Kuroda i McEwen, 1998). U studiji koju su sproveli Zuena i sar. (2008), koristeci
prenatalno izlaganje stresu uzrokovanim fizickim sputavanjem trudnih Zenki, kao validirani model
ranog stresa koji indukuje trajne neurobioloSke i bihejvioralne promene, zabeleZzeno je povecanje
ekspresije proteina BDNF i njegovog prekursora pro-BDNF u hipokampusu odraslih muzjaka
pacova. Sa druge strane, otkrili su da je kod odraslih zenki pacova, prenatalno izlozenih ovom
obliku stresa, nivo BDNF, kao i pro-BDNF, u hipokampusu nepromenjen (Zuena i sar., 2008).
Pretpostavlja se da razlike proisticu iz razlika u eksperimentalnom protokolu, odnosno ¢injenice da
ograniCavanje pokreta zivotinja predstavlja manji izvor stresa za glodare u poredenju sa drugim
modelima, poput modela zasnovanog na ponavljanoj imobilizaciji. Takode, opisani rezultati
upucuju da su uloga BDNF, kao i uticaj stresa na njegovu ekspresiju, sloZeniji nego §to se isprva
smatralo. S tim u vezi, poznato je da se funkcije BDNF proteina danas pominju i u kontekstu
nastanka drugih neuropsihijatrijskih oboljenja, ukljucujuéi shizofreniju i autizam (Bjorkholm i
Monteggia, 2016).

Pored BDNF proteina, jedan od najvise izu¢avanih molekulskih medijatora neurogeneze je
Ki-67, marker proliferacije i stvaranja novih neurona u dentatnom girusu hipokampusa. U velikom
broju preklinickih studija opisana je supresija procesa adultne neurogeneze prilikom izlaganja
eksperimentalnih Zivotinja stresu ili egzogenoj primeni glukokortikoida. U istraZivanju koje je
sprovedeno pre vise od dve decenije, kod necCovekolikih primata je pokazano da stres usled
izlaganja zivotinje nepoznatom muzjaku iste vrste smanjuje proliferaciju granuliranih celija u
hipokampusu (Gould i sar., 1997, 1998). Usledila su ispitivanja na drugim Zzivotinjskim vrstama,
pretezno glodarima, i primena drugih modela akutnog, kao i hroni¢nog stresa, odnosno depresije,
poput modela naucene bespomocnosti (Malberg i Duman, 2003), socijalne izolacije (Lu i sar.,
2003), prenatalnog stresa uzrokovanog fizickim sputavanjem Zzivotinja (Zuena i sar., 2008), kao i
modela hroni¢nog nepredvidivog stresa (Garza i sar., 2012). Dobijeni rezultati su potvrdili otkrice
da stres kod eksperimentalnih Zivotinja, pored razvoja depresivnog ponasanja, dovodi do inhibicije
hipokampalne neurogeneze, sto se manifestovalo redukovanom proliferacijom c¢elija dentatnog
girusa. Dodatno, primeceno je da izlaganje Zivotinja Samo mirisu predatora predstavlja stres koji ¢e
s vremenom dovesti do supresije stvaranja novih neurona u hipokampusu (Tanapat i sar., 2001).

Kada je u pitanju egzogena primena hormona stresa, David i sar. (2009) su uocili smanjenu
ekspresiju markera proliferacije BrdU (5-bromo 2-deoksiuridin) u dentatnom girusu miseva
izlozenih hroni¢nom tretmanu kortikosteronom. Interesantno je pomenuti da je kortikosteron
delovao inhibitorno na proliferaciju ¢elija u hipokampusu, dok sa druge strane, nije ispoljio efekat
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na prezivljavanje novoformiranih neurona u dentatnom girusu, kao ni na broj dendrita i njihovu
morfologiju (David i sar., 2009). Kuwatsuka i sar. (2013) su pokazali trend smanjenja ekspresije
proteina BDNF, kao i pro-BDNF u hipokampusu pacova u modelu depresije indukovane
ponavljanom primenom ACTH (100 pg/dan, 14 dana) i rezistentne na primenu tricikli¢nih
antidepresiva. Dodatno, u ovom istrazivanju je primeceno da subhroni¢ni ACTH tretman dovodi do
znacajnog smanjenja broja BrdU imunopozitivnih ¢elija u subgranularnom sloju dentatnog girusa,
Sto sve zajedno ukazuje na supresiju procesa neurogeneze (Kuwatsuka i sar., 2013). S druge strane,
u nasoj studiji, hroni¢na primena ACTH (10 pg/dan, 21 dan) nije ispoljila efekat na nivo proteina
BDNF u hipokampusu, dok je istovremeno zapazen blagi trend porasta broja Ki-67 imunopozitivnih
¢elija u dentatnom girusu, $to upucuje na neznatno povecanje neurogencze. Pomenuta odstupanja u
nalazima studije koju su sproveli Kuwatsuka i sar. (2013) i naseg istrazivanja nisu iznenadujuca
imaju¢i u vidu razlike u izboru doze i duzine tretmana. Dodatno, uprkos uvrezenoj teoriji
neurogeneze koja opisuje nastanak i neurobioloski supstrat depresivnog poremecaja, treba imati na
umu nekoliko ¢injenica. Najpre, supresija neurogeneze kod laboratorijskih zivotinja ne indukuje
uvek razvoj depresivne simptomatologije, izlaganje stresu ne ispoljava uvek inhibitorni efekat na
proliferaciju i diferencijaciju neurona u hipokampusu i pojedini efekti antidepresiva ostvaruju se
nezavisno od toka neurogeneze (Eisch i Petrik, 2012).

Smatra se da se tokom zivota, priblizno 35% od ukupne populacije humanih ¢éelija dentatnog
girusa zameni novoformiranim c¢elijama (Micheli i sar., 2018). Istrazivanja su pokazala da
antidepresivi deluju stimulatorno na sve faze procesa adultne neurogeneze kod glodara, ukljucujuéi
kod stresiranih u poredenju sa nestresiranim zivotinjama (David i sar., 2009). U sklopu
karakterizacije neurobiologije depresivnog poremecaja i analize odgovarajuéih terapijskih pristupa,
utvrdeno je da razli¢ite terapijske Klase antidepresiva, poput selektivnih inhibitora preuzimanja
serotonina, selektivnih inhibitora preuzimanja noradrenalina, tricikliénih antidepresiva, inhibitora
monoamino oksidaze, ketamina, kao i elektrokonvulzivni tretman, indukuju porast ekspresije
BDNF u hipokampusu. prevashodno u granuliranim ¢elijama, ali i u CA1 i CA3 piramidalnim
neuronima (Sairanen i sar., 2005; Duman i Monteggia, 2006; Garcia i sar., 2008; Micheli i sar.,
2018).

Pre vise od dve decenije, Nibuya i sar. (1995) su medu prvima uocili da hroni¢na primena
antidepresiva, uklju¢uju¢i  desipramin, tranilcipromin, sertralin i mianserin, kao i
elektrokonvulzivne terapije, kod pacova, znacajno povecava ekspresiju IRNK za BDNF u
hipokampusu. Takode, primeceno je da elektrokonvulzivni tretman i svi pomenuti lekovi, izuzev
mianserina, indukuju upadljiv porast ekspresije IRNK za receptor preko kog BDNF ostvaruje svoje
efekte, tropomiozin-kinazni receptor B (eng. Tropomyosin receptor kinase B, TrkB), u
hipokampusu Zzivotinja. Potom su Russo-Neustadt i sar. (2000) pokazali da dugotrajna fizicka
aktivnost, kao i hroni¢na primena antidepresiva tranilcipromina (7,5 mg/kg, tokom 20 dana) kod
muZjaka pacova, ima za posledicu povecanje nivoa iRNK za BDNF u hipokampusu. Dodatno,
kombinacija ovih intervencija ispoljava aditivni efekat, koji se javlja nakon svega dva dana i ogleda
u jo§ veCem porastu transkripcije BDNF u hipokampusu glodara. Kasnije je pokazano da
ponavljana primena elektrokonvulzivnog tretmana tokom 10 dana, kod odraslih muzjaka pacova
dovodi do znacajnih promena u ekspresiji BDNF proteina u razli¢itim mozdanim strukturama (Altar
i sar., 2003). Naime, opazen je porast ekspresije BDNF proteina u hipokampusu, entorinalnom
korteksu, parijetalnom i frontalnom korteksu, strijatumu i septumu ovih Zzivotinja. Medutim,
iznenadujuce otkri¢e u ovoj studiji bilo je odsustvo efekata primene tranilcipromina (8-10 mg/kg,
tokom 4 dana, 2 ili 3 nedelje), fluoksetina (20 mg/kg, tokom 2 nedelje), kao i desipramina (15
mg/kg, tokom 3 nedelje), na nivo BDNF proteina u hipokampusu. Primecéeno je da od pomenutih
antidepresiva samo tranilcipromin, kao inhibitor monoaminooksidaze, indukuje porast nivoa BDNF
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u frontalnom korteksu i neostrijatumu glodara (Altar i sar., 2003). U skladu sa ovim rezultatima
stoje i nalazi da ekspresija iIRNK za BDNF u hipokampusu nije znacajno izmenjena nakon
aplikacije antidepresiva, desipramina (10 mg/kg, tokom 14 dana) ili fluoksetina (10 mg/kg, tokom
14 dana) kod zdravih miSeva (Vinet i sar., 2004). Interesantno je pomenuti da je kod transgenih
miseva koje odlikuje poremecaj glukokortikoidne signalizacije, hroni¢na primena desipramina, kao
i fluoksetina, u pomenutim dozama, indukovala primetan porast transkripcije BDNF u DG
hipokampusa. Pored toga, fluoksetin je doveo do znacajnog poveéanja nivoa iRNK za BDNF u
CA3 regiji hipokampusa kod transgenih miseva (Vinet i sar., 2004). Opisane razlike u nalazima
istrazivanja mogu Se pripisati razli¢itim eksperimentalnim protokolima, prevashodno uticaju duzine
tretmana i vremena koje protekne od poslednjeg tretmana do uzorkovanja, kao i Siroko
potkrepljenoj hipotezi da je efekat primene antidepresiva na ekspresiju BDNF proteina u mozgu
znaajno veéi kod stresiranih Zzivotinja. Dodatno, imajué¢i u vidu vecu klinicku efikasnost
elektrokonvulzivnog tretmana i MAO inhibitora, naro¢ito u leCenju TRD, pretpostavka je da se
porast ekspresije BDNF moze razmotriti kao jedan od biomarkera terapijskog odgovora kod osoba
koje boluju od depresivnog poremecaja (Altar i sar., 2003). Interesantno je da se povecanje
ekspresije BDNF javlja prilikom hroni¢ne primene antidepresiva i da prati razvoj terapijskog efekta
(Duman i Monteggia, 2006). Medutim, jedan od glavnih ciljeva ostaje translacija dobijenih rezultata
preklinickih studija i ispitivanje terapijske efikasnosti u okviru klini¢ke primene. U prilog nalazima
preklini¢kih istrazivanja govore i izveStaji post mortem analize tkiva hipokampusa osoba koje su
patile od depresivnog poremecaja. Otkriveno da je nivo BDNF znacajno ve¢i kod pacijenata koji su
neposredno pre smrti primenjivali antidepresive u odnosu na osobe koje nisu uzimale ovu
farmakoterapiju (Chen i sar., 2001).

U cilju daljeg ispitivanja farmakoloskog profila antidepresiva, u kontekstu
neuroprotektivnog dejstva, analizirani su efekti hroni¢ne primene fluoksetina (18 mg/kg/dan, tokom
tri nedelje) kod miSeva u prethodno pomenutom modelu depresivnog ponasanja indukovanog
kortikosteronom (David i sar., 2009). Pokazano je da fluoksetin deluje stimulatorno na sve faze
procesa neurogeneze kod odraslih jedinki izlozenih tretmanu kortikosteronom. Naime, zapazeno je
da fluoksetin dovodi do upadljivog porasta proliferacije ¢elija i da pritom stimuliSe sazrevanje i
povecéava prezivljavanje neurona U hipokampusu ovih Zivotinja (David i sar., 2009). Pretpostavlja
se da je stimulatorni efekat na proliferaciju ¢elija bar delom posredovan aktivacijom 5-HTia
receptora. Navedena tvrdnja proizilazi iz studije u kojoj je pokazano da delecija ovog podtipa
serotoninskih receptora potpuno suprimira proliferaciju i bihejvioralne efekte fluoksetina u
animalnom modelu depresivnog ponaSanja, koje se ogleda u smanjenom unosu hrane u novoj
sredini (Santarelli i sar., 2003). Takode, primeceno je da kod eksperimentalnih Zivotinja fluoksetin
dovodi do neznatnog porasta broja proliferisu¢ih BrdU+ ¢elija u hipokampusu, nakon svega 5 dana
tretmana, i pritom ovaj efekat postaje znacajan posle 7 dana primene (Malberg i sar., 2000; Micheli
i sar., 2017). Neophodno je pomenuti da pored selektivnih inhibitora preuzimanja serotonina, nalazi
studija govore u prilog hipotezi da i druge terapijske klase antidepresiva, ukljucujuci inhibitore
monoamino oksidaze, tricikli¢éne antidepresive, selektivne inhibitore preuzimanja noradrenalina,
atipi¢ne antidepresive, kao i elektrokonvulzivni tretman, indukuju proliferaciju celija u DG
hipokampusa (Sairanen i sar., 2005; Duman i Monteggia, 2006).

Tokom protekle decenije, nekoliko ispitivanja imalo je za cilj da utvrdi da li je BDNF
neophodan za ostvarivanje terapijskog efekta antidepresiva. Pokazano je da homozigotni BDNF
knockout misevi umiru veoma rano tokom postnatalnog razvoja, §to je uslovilo koriséenje
heterozigotnih BDNF+/— miseva u bihejvioralnim studijama. Medutim, primeceno je da
heterozigotni BDNF+/— miSevi ne ispoljavaju promene u ponasanju karakteristicne za depresivni
fenotip, dok sa druge strane, bihejvioralni efekat antidepresiva imipramina (30 mg/kg), primenjenog
30 min pre FST, kod ovih zivotinja izostaje (Saarelainen i sar., 2003). Dobijeni nalazi upuéuju da
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BDNF ima presudnu ulogu u ispoljavanju antidepresivnog dejstva imipramina. Kasnije su usledile
studije u kojima je izvrSena selektivna delecija gena za BDNF u hipokampusu (Adachi i sar., 2008).
Zapazeno je da gubitak BDNF u hipokampusu per se ne indukuje razvoj depresivnog ponasanja kod
misSeva, medutim selektivni gubitak ekspresije ovog proteina u DG hipokampusa za rezultat ima
neminovno smanjenje efikasnosti desipramina i citaloprama u bihejvioralnom testu. Navedena
otkri¢éa potkrepljuju hipotezu, po kojoj je BDNF u hipokampusu, prevashodno u DG regiji,
neophodan za ispoljavanje antidepresivnog efekta (Adachi i sar., 2008; Bjorkholm i Monteggia,
2016).

Pored toga, interesantno je pomenuti da BDNF pospeSuje razvoj serotonergickih neurona
(Eaton i sar., 1995), stimuliSe sintezu, kao i metabolizam serotonina (Martin-lverson i sar., 1994;
Siuciak i sar., 1996). Istrazivanja su pokazala da intracerebralna infuzija BDNF proteina pospesuje
rast i grananje centralnih serotonergi¢kih neurona kod pacova (Mamounas i sar., 1995), dok
bilateralna primena ovog neurotroficnog faktora direktno u DG hipokampusa u modelima
depresivnog ponasanja ispoljava antidepresivni efekat kod zivotinja (Shirayama i sar., 2002; Ye i
sar., 2011). Sa druge strane, otkriveno je da primena BDNF proteina direktno u ventralnu
tegmentalnu oblast (eng. ventral tegmental area, VTA) eksperimentalnih Zivotinja, regiju koja
predstavlja izvor dopaminergicke inervacije za PFC i limbicka jedra, ima prodepresivno delovanje
(Eisch i sar., 2003).

U skladu sa navedenim otkri¢ima, hroni¢na peroralna primena magnezijuma u nasoj studiji
indukovala je proliferaciju celija i porast nivoa BDNF proteina u hipokampusu kod kontrolnih,
nestresiranih Zzivotinja, ali i kod pacova izloZenih dugotrajnom ACTH tretmanu, kao jednom od
glavnih molekulskih medijatora stresa. Pomenuti rezultati naSeg istrazivanja idu u prilog hipotezi da
primena magnezijuma ima antidepresivni efekat kod eksperimentalnih Zivotinja koje ispoljavaju
eminentne bihejvioralne 1 neuroendokrine promene, karakteristicne za depresivni fenotip,
rezistentan na terapiju tricikli¢énim antidepresivima. Prema naSim saznanjima, ovo je prva in vivo
studija u kojoj je pokazano stimulatorno delovanje magnezijuma na proces adultne neurogeneze kod
zivotinja. Pre ta¢no jedne decenije, Slutsky i sar. (2010) su otkrili da povecanje koncentracije Mg u
mozgu primenom novosintetisanog jedinjenja Mg, magnezijum-L-treonata, pospesuje ucenje,
kratkotrajnu i dugotrajnu memoriju kod mladih, kao i starih pacova. Hroni¢ni tretman magnezijum-
L-treonatom doveo je do porasta ekspresije NMDA receptora koji sadrze NR2B subjedinicu, kao i
povecéane aktivacije i/ili ekspresije nishodnih signalnih molekula u hipokampusu. Pomenuti efekti
su bili udruZeni sa upadljivim porastom kratkotrajne sinapticke facilitacije 1 dugotrajne
potencijacije, koje ispoljavaju kljuéni znacaj za ucenje i pamcenje. Na molekulskom nivou, Slutsky
i sar. (2010) su primetili povecanu gustinu aksonskih terminala koji sadrze sinaptofizin i
sinaptobrevin, markere sazrevanja neurona i sinaptickih vezikula, nakon primene magnezijum-L-
treonata. Potom je uoCeno da suplementacija magnezijum-L-treonatom, u trajanju od 28 dana,
poboljsava vizualno-prostornu diskriminaciju kod pacova i ispoljava protektivni efekat kada je u
pitanju generalizacija straha (Abumaria i sar., 2013). Pored modulacije sinapti¢ke plasti¢nosti,
tokom daljih ispitivanja uloge magnezijuma u ostvarivanju kognitivnih funkcija, u in vitro studiji je
zabelezeno da tretman primarne kulture neuralnih progenitorskih ¢elija magnezijum sulfatom ili
magnezijum hloridom pospesuje neuralnu diferencijaciju i pritom inhibira diferencijaciju glija
¢elija. Neuralne progenitorske celije su prethodno bile izolovane iz dentatnog girusa odraslih
muzjaka miSeva C57BL/6J soja (Liao i sar., 2017). Pretpostavlja se da stimulatorni uticaj na
neuralnu diferencijaciju in vitro, magnezijum ostvaruje aktivacijom nishodnog puta koji ukljucuje
ekstracelijskim signalima regulisane Kinaze (eng. extracellular signal-regulated kinases, ERK) i
transkripcioni faktor CREB (eng. cAMP response element-binding protein) (Liao i sar., 2017),
medutim, da li ova signalizacija posreduje i u in vivo efektima ostaje da se utvrdi. Opisani nalazi,
zajedno sa rezultatima naSeg istrazivanja, upucuju na stimulatorni efekat Mg i znacaj ovog
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bioelementa za odvijanje hipokampalne neurogeneze, kao i na opravdanost klini¢kih ispitivanja Mg
kao potencijalnog, adjuvantnog terapijskog sredstva u leGenju osoba koje pate od depresije.

Dalja istrazivanja imala su za cilj karakterizaciju prokognitivnih i neuroprotektivnih efekata
Mg. Medutim, interesantno je da je joS ranije zabeleZzeno da primena magnezijum sulfata (100
mg/kg i 200 mg/kg, 7 dana, intraperitonealno) ublazava kognitivni deficit kod miSeva u modelu
Alchajmerove bolesti indukovane streptozotocinom (Xu i sar., 2014). Naime, u ovom istraZzivanju je
otkriveno da Mg ispoljava supresivni efekat kada je u pitanju hiperfosforilacija tau proteina, dok
istovremeno ima stimulatorno delovanje 1 dovodi do porasta dugotrajne potencijacije i povecanja
ekspresije presinaptickog proteina sinapsina 1, kao i postsinaptickih proteina PSD95, PSD93,
GIuR1 i GIuR2 u hipokampusu. Opisane promene koje se javljaju nakon Mg tretmana, za posledicu
imaju poboljsanje kognitivnih funkcija u modelu Alchajmerove bolesti, prevashodno ucenja i
pamcenja kod miSeva (Xu i sar., 2014). Kasnije je primeéeno da kombinacija obogacene sredine i
dugotrajne primene magnezijum-L-treonata (75 mg/kg/dan elementarnog Mg) ispoljava
sinergisticki efekat u modelu Alchajmerove bolesti, i dovodi do poboljSanja prostorne memorije
kod miSeva (Huang i sar., 2018). Dodatno, uo¢eno je da navedeni kombinovani tretman umanjuje
gubitak sinapsi, kao jednu od znacajnih patoloskih promena koje nastupaju kod ovih Zivotinja, §to
se manifestuje povecanom ekspresijom sinaptofizina, markera gustine sinapsi, u DG hipokampusa
(de Wilde i sar., 2016; Huang i sar., 2018).

Na osnovu rezultata nasSe studije, moze se zakljuéiti da je u modelu depresije indukovane
hroni¢nim ACTH tretmanom i rezistentne na primenu TCA, antidepresivni efekat magnezijuma
nastupio delom kao posledica stimulatornog delovanja na proces neurogeneze kod odraslih muzjaka
pacova. Pored toga, magnezijum je ispoljio neuroprotektivni efekat kod nestresiranih Zivotinja.
Navedeni efekti zabelezeni su zahvaljuju¢i analizi molekulskih medijatora procesa adultne
neurogeneze i manifestovali su se povecanom proliferacijom celija i porastom ekspresije BDNF
proteina u dentatnom girusu hipokampusa.

Mehanizam i signalni putevi Kkoji su u osnovi opisanih neuroprotektivnih efekata
magnezijuma, kao i modulatorni uticaj na neuroplasti¢nost i proces neurogeneze, do danas, nisu u
potpunosti rasvetljeni. Medutim, postoji nekoliko pretpostavki. Poznato je da se ocuvanje
homeostaze intracelularnog Mg dovodi u blisku vezu sa celijskim rastom, diferencijacijom,
energetskim metabolizmom 1 apoptozom. Pomenute fizioloSke funkcije ostvaruju se zahvaljujuéi
regulatornom delovanju koje Mg ispoljava i kontroli aktivnosti odredenih enzima, pojedinih jonskih
kanala 1 stabilnosti DNK i RNK lanca (Yamanaka i sar., 2019). Jedna od predloZenih hipoteza, koja
objasnjava ulogu Mg u proliferaciji i maturaciji neurona, kao 1 sinaptogenezi, upucuje na aktivaciju
mTOR (eng. mammalian target of rapamycin, ciljni molekul za rapamicin kod sisara) signalnog
puta. Naime, tokom sazrevanja neurona, prilikom oslobadanja neurotransmitera 1 vezivanja za
receptore na postsinaptickoj membrani, javlja se mobilizacija intracelularnog Mg iz mitohondrija u
citosol, koji potom stimuliSe aktivnost posredovanu mTOR nishodnim putem. Pokazano je da
mTOR ucestvuje u integraciji signala i pritom ostvaruje jednu od glavnih uloga u regulaciji
¢elijskog rasta, proliferacije, metabolizma i translacije. Neophodno je pomenuti i da tokom
neurogeneze aktivacija mTOR signalizacije prethodi grananju dendrita (LiCausi i Hartman, 2018;
Yamanaka i sar., 2019). Takode, istrazivanja su poslednjih godina dovela do otkri¢a da nakon
produzene supresije aktivnosti NMDA receptora, znacajnu ulogu u procesu sinapticke potencijacije
ima BDNF i pritom, pretpostavlja se, stimulise ushodnu regulaciju postsinaptickih AMPA receptora
(Autry i sar., 2011; Nosyreva i sar., 2013; Bjorkholm i Monteggia, 2016).
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5.3. Uticaj hroni¢ne primene magnezijuma na nivo biogenih amina u
plazmi u modelu depresije rezistentne na tricikli¢éne antidepresive

Prilikom uspostavljanja ranije opisanog modela depresivnog ponasanja, koji se temelji na
izlaganju muzjaka pacova hroni¢noj primeni jednog od hormona stresa, dosadaS$nje teorije su
dopunjene novim otkri¢ima koja objasnjavaju neke od neuroendokrinih promena, karakteristicnih
za ovaj neuropsihijatrijski poremecaj. Takode, u skladu sa nasim saznanjima, rezultati u sklopu ove
disertacije, po prvi put pruzaju uvid u mehanizme protektivnog i antidepresivnog efekta
magnezijuma u animalnom modelu depresije rezistentne na terapiju. Naime, u okviru eksperimenata
prve faze, pokazano je da, u odsustvu delovanja akutnog stresora, koncentracije adrenalina,
noradrenalina i serotonina u plazmi ne pokazuju znacajne razlike izmedu eksperimentalnih grupa.
Sa druge strane, akutni stres indukovan izlaganjem Zivotinja testu forsiranog plivanja, izazvao je
oc¢ekivan porast nivoa cirkuliSuceg adrenalina, i ovaj efekat je bio izrazen kod svih glodara, izuzev
zabelezen u Mg grupi, kao i da je hroni¢na primena magnezijuma, pored povecanja nivoa
analiziranih kateholamina, prilikom izlaganja organizma akutnom stresu, dovela i do veoma
izraZzenog porasta cirkuliSu¢eg serotonina. Pored toga, primeceno je da se kod glodara podvrgnutih
hroni¢noj primeni ACTH, kao i Mg tretmanu, u toku odgovora na akutni stresor javlja primetan
porast adrenalina i noradrenalina u plazmi. U svetlu prethodno opisanih nalaza, koji se odnose na
bihejvioralnu karakterizaciju ovih Zzivotinja, porast nivoa analiziranih kateholamina u plazmi se
moze razmatrati kao jedan od protektivnih mehanizama.

Uprkos tome Sto je identifikovan veliki broj hormona koji ucestvuju u odgovoru organizma
na stres, smatra se da dve kategorije ¢ine centralne komponente neuroendokrinog odgovora, i to su
kateholamini, adrenalin i noradrenalin, i glukokortikoidi (Romero i Butler, 2007). Naime, periferni
simpato-adrenomedularni i centralni kateholaminergicki sistem ostvaruju dominantne uloge u
oCuvanju homeostaze i gotovo trenutno, izrazito se povecava njihova aktivnost u svakoj situaciji
koju jedinka percipira kao pretecu, bilo da je u pitanju izlaganje organizma psihocijalnom i/ili
fizickom stresu. U toku akutnog stresa, ukljucujué¢i hipoglikemiju, hemoragiju i/ili traumu,
asfiksiju, kao i emocionalni distres, povecava se oslobadanje i neminovno, javlja se porast nivoa
kateholamina i glukokortikoida u krvotoku (McCarty i sar., 1988; Goldstein, 2003; Dronjak i
Gavrilovi¢, 2006; Romero i Butler, 2007; Goldstein, 2010), sto omogucava prezivljavanje jedinke
u datoj situaciji. ZabeleZeno je da akutni stres dovodi do povecanja nivoa adrenalina i noradrenalina
u humanoj plazmi priblizno dva do deset puta. Medutim, u izvesnim okolnostima, kao §to je na
primer hipoglikemija indukovana primenom insulina, primec¢eno je da vrednosti adrenalina u Krvi
rastu oko 10 do 30 puta (Tank i Wong, 2015). Poznato je da kateholamini ispoljavaju brojne efekte,
prevashodno na ponasanje, metabolizam, kardiovaskularni, kao i respiratorni sistem, §to za razultat
ima reakciju jedinke definisanu kao ’bori se ili bezi’’ ili ’’fight-or-flight’> odgovor (Goldstein,
2003; Romero i Butler, 2007). Kateholamini uzrokuju kontrakciju glatke muskulature krvnih
sudova na periferiji, povecavaju frekvenciju rada srca i snagu kontrakcije, §to dovodi do porasta
krvnog pritiska, izazivaju bronhodilataciju, relaksaciju glatkih misi¢a gastrointestinalnog trakta i
miSica detrusora mokra¢ne besike 1 midrijazu. Dodatno, kateholamini imaju metaboli¢ka delovanja,
koja obuhvataju stimulaciju glikogenolize i glukoneogeneze u jetri, kao i lipolize u masnom tkivu, u
cilju mobilizacije supstrata i povecane proizvodnje energije, neophodne za pojacanu misi¢nu
aktivnost, prilikom izlaganja stresoru (Tank i Wong, 2015). Opisane efekte kateholamini ostvaruju
posredstvom interakcije sa svojim receptorima Kkoji pripadaju klasi receptora udruzenih sa G-
proteinima. Medutim, hipoteza koja ukazuje na znacaj kateholamina, dovodi u vezu dugoroc¢no
povisen nivo cirkuliSu¢ih adrenomedularnih neurohormona sa razvojem brojnih oboljenja za koja je
stres jedan od glavnih predisponiraju¢ih faktora, ukljucuju¢i depresiju, anksiozne poremecaje,
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kardiovaskularne bolesti i metabolicke poremecaje (Tank i Wong, 2015; Stefanovic i sar., 2019).
Istrazivanja su pokazala pozitivhu korelaciju izmedu simptoma depresije i povecane ekskrecije
noradrenalina putem urina, kod osoba koje boluju od ishemijske bolesti srca (Otte i sar., 2005).
Smatra se da je hroni¢no visok nivo noradrenalina prognosti¢ki marker i znacajan faktor rizika za
nezeljene kardiovaskularne dogadaje. Nalazi studija govore u prilog tome da se kod osoba koje pate
od asimptomatske disfunkcije leve komore, povisen nivo cirkuliSu¢eg noradrenalina razmatra kao
jedan od prediktora kardiovaskularnog morbiditeta i mortaliteta (Benedict i sar., 1996). Patoloski
mehanizmi koji se pominju i posreduju u efektima noradrenalina ukljucuju direktno toksi¢no
dejstvo na kardiomiocite, svojstvo noradrenalina da prouzrokuje tahiaritmije i stimulatorni efekat na
agregaciju trombocita (Otte i sar., 2005).

Aktivacija struktura limbi¢kog sistema 1 hipotalamusa omogucéava integraciju
neuroendokrinih 1 emotivnih komponenti 1 na taj nacin uslovljava duzinu trajanja, kao i intenzitet
neurohumoralnog odgovora na stres. Nalazi studija ukazuju da razli¢ite vrste stresa mogu u
izvesnim okolnostima dovesti do razli¢itih bihejvioralnih i neurobioloskih odgovora (Jedema i sar.,
1999; Goldstein, 2003), $to moze objasniti izveStaje vezane za interindividualne varijacije u
koncentraciji parametara HPA ose, kateholamina i serotonina u plazmi kod pacijenata obolelih od
depresivnog poremecaja (Veith i sar., 1994; Gold i Chrousos, 2002; Otte i sar., 2005), kao i u
animalnim modelima hroni¢nog stresa/depresije (McCarty i sar., 1988; Dronjak i Gavrilovi¢, 2006).
Opisani fenomen ilustruje 1 Cinjenica da u nasem modelu depresije indukovane hroni¢nom
primenom ACTH, nakon tri nedelje, suprotno ocekivanjima nije bilo znacajnih promena u
vrednostima kateholamina u plazmi u odnosu na zdrave zivotinje. Shodno tome, moze se
pretpostaviti da je dugotrajna izlozenost ACTH, kao jednom od glavnih molekulskih medijatora
stresa i aktivnosti HPA osovine, za posledicu imala adaptaciju simpatikusnog adrenomedularnog
sistema. Pomenuti fenomen opisan je i u drugim istrazivanjima, ukljucujuéi studiju koju su sproveli
Dronjak i Gavrilovi¢ (2006), u kojoj je uoCena adaptacija adrenalnih zlezda na hroni¢ni stres
socijalne izolacije, kod muzjaka pacova. Interesantno je da su ranija ispitivanja pokazala znacajno
poviSenu bazalnu aktivnost noradrenergi¢kih neurona locus ceruleus-a kod Zivotinja izloZenih
hroni¢nom stresu (Mana i Grace, 1997; Oosterhof i sar., 2016). Pretpostavlja se da su pomenute
elektrofizioloSke promene aktivnosti neurona zapravo indirektni pokazatelj i rezultat smanjenog
nivoa noradrenalina u ekstracelularnoj te¢nosti locus ceruleus (LC), sto kao posledicu ima smanjenu
inhibiciju koja se ostvaruje posredstvom ovog neurohormona i a2 adrenergickih autoreceptora.
Primenom protokola koji se zasniva na izlaganju eksperimentalnih zivotinja prenatalnom stresu,
koji je ranije prihva¢en kao neurorazvojni model depresivnog ponaSanja, U istrazivanju koje su
sproveli Oosterhof i sar. (2016), zapazen je porast aktivnosti neurona LC kod muzjaka pacova, ali
ne i karakteristicne bihejvioralne promene koje reflektuju depresivni fenotip. Dobijeni rezultati i
odstupanja navode na pretpostavku da je hiperaktivnost noradrenergic¢kih neurona LC zapravo
neuralni mehanizam adaptacije, koji doprinosi otpornosti organizma na stres, $to sprecava razvoj
depresivnog poremecaja kod ovih Zzivotinja. Takode, pokazano je da kod zivotinja izloZenih
prenatalnom stresu, FST ima supresivni efekat na aktivnost noradrenergickih neurona LC, dok kod
zdravih Zivotinja ispoljava suprotno dejstvo (Oosterhof i sar., 2016).

Izvestaji ranijih studija ukazuju da kod depresivnog poremecaja nivo centralnih i perifernih
kateholamina moze biti poviSen, snizen, ali i nepromenjen (Gold i Chrousos, 1999; 2002). Naime,
prema prvobitnoj, Siroko potkrepljenoj hipotezi, depresivni poremecaj, kao jedna od dominantnih
karakteristika, odlikuje hiperaktivnost simpatikusnog dela autonomnog nervnog sistema, pracena
poviSenim nivoom cirkuliSu¢eg adrenalina i1 noradrenalina. Takode, smatra se da, kod odredenog
broja pacijenata obolelih od depresije, aktivacija simpatikusa pokazuje pozitivnu korelaciju sa
intenzitetom i duzinom trajanja simptoma (Veith i sar., 1994). Danas je poznato da je depresija
heterogeno oboljenje, pri ¢emu se dijagnosticki razlikuju dva podtipa: melanholi¢na i atipicna
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depresija. Kod osoba koje pate od melanholi¢ne depresije pojac¢an je odgovor na stres, prisutni su
anksioznost, strah od buducnosti, insomnija i gubitak apetita. Interesantno je pomenuti da
neurohumoralne mehanizme regulacije odlikuje hiperaktivnost HPA osovine i simpatikusa, §to se
manifestuje hiperkortizolemijom i poviSenim nivoom kateholamina u plazmi (Gold i Chrousos,
1999). Sa druge strane, kod pacijenata koji boluju od atipi¢ne depresije javljaju se apatija, letargija,
hiperfagija, hipersomnija, prisutna je hipofunkcija HPA ose, kao i smanjena aktivnost simpatikusa,
pracene hipokortizolemijom i snizenim vrednostima kateholamina u plazmi (Gold i sar., 1988;
1996; Gold i Chrousos, 1999; 2002). U animalnim modelima depresivnog ponasanja, primena
razliCitih oblika stresa, obrasci, kao i duzina izlaganja, umnogome su uslovili razvoj sprecifi¢nog
fenotipa, odnosno ispoljavanje bihejvioralnih i neuroendokrinih promena koje verno oslikavaju
melanholi¢nu ili sa druge strane, atipi¢nu depresiju. Prilikom ispitivanja neurobioloskih promena
koje nastupaju, vezanih prevashodno za monoaminergicki sistem i cirkuliSu¢e kateholamine,
pokazano je da kod odraslih muzjaka pacova Wistar soja dugotrajni stres uzrokovan socijalnom
izolacijom zivotinja dovodi do znacajnog smanjenja nivoa deponovanog noradrenalina u
hipotalamusu, bez ispoljavanja uticaja na koncentraciju kateholamina deponovanih u adrenalnim
zlezdama (Dronjak i Gavrilovi¢, 2006). Sa druge strane, u ovom istrazivanju je zapazeno da akutni
stres indukovan imobilizacijom zivotinja ne dovodi do promene nivoa kateholamina u
hipotalamusu, kod jedinki prethodno izloZenih socijalnoj izolaciji, dok kod zdravih zivotinja za
posledicu ima znacajno smanjenje nivoa noradrenalina u hipotalamusu i hipokampusu. Dodatno,
akutni stres uzrokovan imobilizacijom je doveo do upadljivog smanjenja sadrzaja adrenalina (za
priblizno 72%) i noradrenalina (za priblizno 50%) u hromafinim ¢elijama medule nadbubrega kod
zdravih, ali i zivotinja prethodno podvrgnutih dugotrajnoj socijalnoj izolaciji (Dronjak i Gavrilovi¢,
2006). Pored utemeljene i dobro potkrepljene teorije, koja prevashodno navodi zavisnost efekta od
vrste, nacina izlaganja i duZine trajanja stresa, namece se pretpostavka da desenzitizacija
kateholaminergickog sistema pokazuje tkivnu specifi¢nost.

Sa druge strane, ispitivanja su pokazala da deficijencija Mg kod eksperimentalnih Zivotinja
za posledicu ima porast nivoa kateholamina, kao i poremecaj regulacije krvnog pritiska
posredstvom refleksa sa baroreceptora (Altura i sar., 1984; Murasato i sar., 1999). U okviru daljih
istrazivanja korelacije izmedu hipomagnezemije i metabolizma neurohormona, otkriveno je da
selektivan uzgoj miSeva, €iji genotip uslovljava smanjen nivo Mg u krvi, dovodi do porasta
koncentracije noradrenalina u mozgu 1 povecanja urinarne ekskrecije ovog biogenog amina, bez
uticaja na nivo dopamina i serotonina u mozgu ovih zivotinja (Amyard i sar., 1995). Potom su
usledila ispitivanja u kojima je paznja bila usmerena na utvrdivanje povezanosti izmedu izloZenosti
organizma stresu i homeostaze magnezijuma. Utvrdeno je da akutni stres uzrokuje porast
koncentracije Mg u plazmi i izaziva povecanje urinarne ekskrecije ovog biometala (Murck, 2002).
Pretpostavlja se da se zabelezeni porast vrednosti Mg u plazmi odigrava zahvaljuju¢i pomaku ovog
jona iz intracelularne u ekstracelularnu te¢nost i smatra se da ovaj mehanizam ostvaruje protektivno
dejstvo i umanjuje nepovoljne efekte stresa. Medutim, ukoliko je organizam tokom duzeg perioda
izlozen stresu, moze se javiti deficit Mg i hipomagnezemija, $to povecava osetljivost na dejstvo
novog stresora i kod pacova se, u sklopu bihejvioralnih promena, moze manifestovati kao pojacana
iritabilnost i agresivnost (Cuciureanu i Vink, 2011).

Dodatno, neophodno je pomenuti izvesStaje koji dovode u vezu farmakoloske efekte
magnezijuma i aktivnost adrenomedularnog i kateholaminergi¢kog sistema. Nalazi studija upucuju
na jedan od mehanizama kojim magnezijum ostvaruje svoj efekat, koji se moze uporediti sa
simpatolitickim dejstvom. Shimosawa i sar. (2004) su dosli do interesantnog otkri¢a kada su u
studiji na pacovima Sprague—Dawley soja primetili da Mg inhibira sekreciju kateholamina iz
adrenalnih Zlezda i da deluje supresivno na oslobadanje noradrenalina iz nervnih zavrSetaka
blokadom perifernih Ca-voltazno zavisnih kanala N-tipa. Kasnije su Komaki i sar. (2013) potvrdili
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ovaj supresorni efekat na luCenje hormona srzi nadbubrega i pritom je zapazeno da intravenska
primena magnezijuma kod muzjaka pacova Wistar soja inhibira i oslobadanje acetilholina iz
preganglijskih simpatikusnih vlakana koja inervisu medulu adrenalne zlezde. Opisani modulatorni
efekat na neurohumoralni odgovor organizma moze objasniti i farmakolosku intravensku primenu
magnezijum sulfata u toku endotrahealne intubacije, kao i laparoskopske holecistektomije, u cilju
spreCavanja porasta nivoa cirkuliSué¢ih kateholamina (Jee i sar., 2009).

Medutim, u naSem istrazivanju je prvi put zapazeno da hroni¢ni tretman magnezijum
sulfatom indukuje porast nivoa adrenalina, noradrenalina i serotonina kod zdravih muzjaka pacova,
prilikom izlaganja organizma akutnom stresu u formi FST. Dodatno, primena magnezijum sulfata
ispoljava protektivni efekat u modelu depresivnog ponasanja, Sto se, takode, delom moZe objasniti
porastom adrenalina i noradrenalina u plazmi tokom izvodenja FST. Smatra se da povecanje nivoa
pomenutih kateholamina i serotonina u plazmi Zivotinja zapravo odreduje ponasanje jedinke i
preusmerava odgovor na akutni stres ka aktivnostima koje imaju za cilj pronalazenje izlaza iz
naizgled beznadezne situacije kojoj su podvrgnute u toku bihejvioralnog testa. Opisani obrazac
ponasanja je u suprotnosti sa bihejvioralnim karakteristikama koje odlikuju depresivni fenotip, koje
su primec¢ene i u naSem istrazivanju kod muzjaka pacova tretiranih adrenokortikotropnim
hormonom, i koje se ispoljavaju kao produzeno vreme imobilnosti i redukovano vreme plivanja, §to
reflektuje osecaj beznada kod Zivotinja. Postoji jo§ jedna pretpostavka, prema kojoj Mg stimuliSe
oslobadanje serotonina iz granula trombocita, §to za rezultat ima primetan porast koncentracije
ovog biogenog amina u plazmi, koji je u naSem ispitivanju detektovan kod glodara tretiranih
magnezijum sulfatom. U svetlu ovih otkri¢a, zna¢ajno je pomenuti da hroni¢na i akutna primena
fluoksetina, indukuju izrazen porast adrenalina i noradrenalina u plazmi, kod pacijenata obolelih od
depresivnog poremecaja (Blardi i sar., 2005).

5.4. Efekti hroni¢ne primene magnezijuma na parametre aktivnosti
HPA osovine u plazmi eksperimentalnih Zivotinja u modelu depresije
rezistentne na tricikli¢ne antidepresive

Koncept stresa koji je danas opsteprihvacen prvi put je uveden dvadesetih godina proslog
veka, zahvaljujuci istrazivanjima koja su predvodili Walter B. Cannon i Hans Selye (Cannon 1914;
1928; Selye, 1936; McCarty i sar., 1988). Imaju¢i u vidu da jednu od centralnih komponenti
fizioloSkog odgovora organizma na stres ¢ine molekulski medijatori koji se oslobadaju aktivacijom
HPA ose, ali i ulogu disregulacije ovog sistema u nastanku depresivnog poremecaja, u sklopu
eksperimenata prve faze ispitivali smo promene u koncentraciji ACTH, kortikosterona i IL-6 u
plazmi zivotinja. Rezultati ove disertacije su pokazali da tretman adrenokortikotropnim hormonom
u dozi od 10 pg/dan i trajanju od 21 dan, kod muzjaka pacova Wistar soja dovodi do razvoja
depresivnog fenotipa koji karakteriSe hiperaktivnost HPA osovine, Sto se manifestuje izrazenim
porastom nivoa kortikosterona u plazmi. Zabelezeni porast kortikosterona kod nestresiranih glodara
javio se isklju¢ivo u ACTH grupi, dok je kod ACTH/Mg zivotinja primena magnezijum Sulfata,
putem vode za pic¢e (300 mg magnezijuma/L, tokom 28 dana) suprimirala ovaj efekat. Takode,
primeceno je da je nivo cirkuliSuéeg IL-6 znacajno redukovan kod zdravih Zivotinja Mg grupe i da
je pritom ovaj fenomen pokazao trend smanjenja kod glodara izlozenih hronicnom ACTH/Mg
tretmanu.

U svetlu ovih otkri¢a, nekoliko istrazivackih grupa razmatra hiperaktivnost HPA ose kao
potencijalni biomarker depresivnog poremecaja, Sto dodatno potvrduje ucestalost ovog nalaza u
animalnim modelima, ali i kod depresivnih pacijenata (Heuser i sar., 1994; Stetler i Miller, 2011;
Lok i sar., 2012; Oosterhof i sar., 2016). Ispitivanja su pokazala da izloZenost stresu U toku perioda
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ranog razvoja, predstavlja znacajan faktor rizika koji kasnije tokom Zivota uslovljava razvoj
prekomerne aktivacije HPA osovine i ispoljavanje razli¢itih psihopatologija (Maccari i sar., 1995;
Brown i sar., 2000; Rice i sar., 2007; Entringer i sar., 2009; Heim i sar., 2010). Ward i Weisz (1984)
su prvi opisali neurorazvojni model, koji se zasniva na izlaganju trudnih Zenki pacova stresu
uzrokovanim fizickim sputavanjem. Tokom poslednje dve decenije, pomenuti neurorazvojni model
je postao jedan od najc¢eS¢e primenjivanih modela prenatalnog stresa koji dovodi do poremecaja
ucenja i pamcenja (Lemaire i sar., 2000), pojave anksioznosti (Van den Hove i sar., 2014) i
depresivnog ponasanja kod zivotinja u adultnom dobu (Maccari i sar., 1995; Sun i sar., 2013).
razvoja i da izloZenost visokom nivou kortikosterona u ovom dobu, kasnije tokom Zivota, dovodi do
trajnih bihejvioralnih poremecaja. Objasnjenje se moze potraziti u izvestajima koji upucuju da se
tokom ovog perioda razvija hipotalamo-hipofizno-adrenalni sistem fetusa (Oosterhof i sar., 2016).
Naime, mineralokortikoidni i glukokortikoidni receptori, preko kojih se ostvaruje mehanizam
negativne povratne sprege i regulacija aktivnosti HPA osovine, pokazuju ekspresiju u hipokampusu
fetusa pocevsi od 13. dana gestacije (Diaz i sar., 1998). Pokazano je da visok nivo glukokortikoida s
vremenom dovodi do smanjenja ekspresije mineralokortikoidnih receptora u hipokampusu, $to za
posledicu ima produzenu aktivaciju HPA ose nakon stresa, kod odraslih jedinki (Maccari i sar.,
1995; Oosterhof i sar., 2016).

Interesantno je da postoji nekoliko puteva i signalnih sistema koji omoguéavaju koordinaciju
aktivnosti 1 medusobnu komunikaciju HPA osovine i monoaminergi¢kog sistema. Na primer,
noradrenergicki neuroni LC ostvaruju svoje projekcije na neurone PVN hipotalamusa i aktiviraju
HPA osu posredstvom o adrenergickih receptora (Cummings i Seybold, 1988; Leibowitz i sar.,
1989). Noradrenalin deluje stimulatorno i na amigdaloidna jedra, mozdane strukture koje stimulisu
ekspresiju CRF, samim tim poveéavaju aktivnost HPA sistema. Dodatno, noradrenalin ispoljava
inhibitorni efekat na medijalni prefrontalni korteks, strukturu koja u fizioloskim uslovima suprimira
aktivnost HPA osovine (Wong i sar.,, 2000). Sa druge strane, aktivacija CRF1 receptora
posredstvom kortikotropin-oslobadaju¢eg faktora, smestenih u LC regiji mozga, uzrokuje porast
aktivnosti noradrenergi¢kih neurona i samim tim za ishod ima povecano oslobadanje ovog
neurotransmitera (Page i Abercrombie, 1999; Jedema i Grace, 2004). Pored toga, serotoninski
neuroni dorzalnog raphe nucleus daju projekcije i formiraju sinapse sa neuronima PVN
hipotalamusa, uzrokujuéi aktivaciju HPA ose delovanjem na 5-HT1a and 5-HT, receptore (Zhang i
sar., 2004; Oosterhof i sar., 2016). Nasuprot tome, pokazano je da glukokortikoidi ispoljavaju
inhibitorni efekat na ekspresiju 5-HT;a receptora u dorzalnom raphe nucleus pacova (Laaris i sar.,
1995; Wissink i sar., 2000).

U ispitivanju koje su sproveli Oosterhof i sar. (2016), u modelu prenatalnog stresa koji se
zasniva na izlaganju trudnih Zenki pacova fizickom sputavanju, primeceno je da se kod potomaka
kada dostignu polnu zrelost bazalni nivo kortikosterona u krvi ne razlikuje u odnosu na vrednosti
ovog parametra kod zdravih jedinki iz kontrolne grupe. Medutim, kod jedinki izloZenih
prenatalnom stresu, nivo kortikosterona je ostao izrazito povisen 60 min nakon izvodenja FST, §to
najverovatnije odraZzava poremecaj negativne povratne sprege koja posreduje u regulaciji funkcije
HPA osovine, nalaz koji se Cesto sre¢e kod jedinki podvrgnutih stresu u intrauterinom periodu
(Oosterhof i sar., 2016). U nasoj studiji, u odsustvu delovanja akutnog stresora, nivo kortikosterona
u plazmi je bio znacajno povisen u ACTH grupi, dok je nakon testa forsiranog plivanja izostao
ocekivani porast glukokortikoida kod zivotinja tretiranih adrenokortikotropnim hormonom. Naime,
neuroendokrini odgovor organizma na akutni stres je bio izmenjen u ACTH, kao i u ACTH/Mg
grupi. Prilikom analize vrednosti kortikosterona u plazmi, kada se izvr$i poredenje izmedu zivotinja
koje nisu podvrgnute FST i Zivotinja koje su bile izlozene ovom bihejvioralnom testu, nije bilo
znacajnih razlika unutar ACTH, ali i ACTH/Mg grupe. Pretpostavka je da se opisani efekat, koji
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karakteri$u hiperaktivnost u uslovima slicnim bazalnim i smanjena reaktivnost na akutni stres, u
nasoj studiji, razvio kao posledica poremecaja funkcije HPA osovine, pracenog razvojem
depresivnog fenotipa, indukovanog hroni¢nim ACTH tretmanom. Opisani nalazi, dobijeni u sklopu
naSih eksperimenata, u skladu su sa rezultatima studije koju su sproveli Kitamura i sar. (2002a),
koriste¢i pritom isti model depresije, uz neznatne varijacije u protokolu. U pomenutom istrazivanju,
nakon dugotrajne primene ACTH (100 pg/dan, s.c., tokom 14 dana), kod muzjaka pacova Wistar
soja je zabelezen upadljiv porast korikosterona u plazmi, koji reflektuje hiperaktivnost HPA
osovine, u odnosu na zivotinje kontrolne grupe. Kasnije, u ispitivanju koje su sproveli Kobayashi i
Segi-Nishida (2019), primenom modifikovanog protokola, nakon hroni¢ne aplikacije ACTH (0,45
mg/kg/dan, s.c., tokom 18 dana) bazalne vrednosti kortikosterona u plazmi se nisu znacajno
razlikovale izmedu ACTH 1 kontrolne grupe miSeva. Interesantno je zapazanje da je U znacajnom
broju studija, u razli¢itim modelima hroni¢nog stresa koji indukuje razvoj depresivnog ponaSanja
kod eksperimentalnih zivotinja, ukljuc¢uju¢i model hroni¢nog blagog i nepredvidivog stresa (Ferland
i Schrader, 2011; Le i sar., 2016; Zhou i sar., 2018), model socijalne izolacije (Dronjak i sar., 2004;
Ruscio i sar., 2007; Hawkley i sar., 2012), kao i stres uzrokovan ponavljanom imobilizacijom (Zhu
i sar., 2008), potvrdeno prisustvo visokog nivoa cirkuliSu¢ih glukokortikoida. Medutim, u drugim
preklini¢kim ispitivanjima, u validiranim modelima hroni¢nog stresa, zabelezen je snizen (Hermes i
sar., 2006; Pordevi¢ i sar., 2010), ali i nepromenjen nivo kortikosterona (Scaccianoce i sar., 2006;
Grippo 1 sar., 2007) kod stresiranih u poredenju sa zdravim Zivotinjama. Navedena odstupanja u
izveStajima mogu se pripisati razlikama u izboru vrsta, starosnom dobu zivotinja, kao i
eksperimentalnim protokolima, u najvecoj meri samoj prirodi i duzini delovanja stresora (Hawkley i
sar., 2012).

Rezultati naseg istrazivanja su, nakon ekstrapolacije, konzistentni sa nalazima klini¢kih
studija u kojima je dokazano prisustvo hiperkortizolemije kod osoba koje boluju od depresivnog
poremecaja (Sachar i sar., 1980; Pfohl i sar., 1985; Wong i sar., 2000; Vreeburg i sar., 2009; Lok i
sar., 2012; Jia i sar., 2019). Treba pomenuti i da je u nekim ispitivanjima zapaZena pozitivna
korelacija izmedu nivoa cirkuliSsu¢eg Kkortizola i intenziteta depresivnih simptoma, i pri tom je
najveci porast 0vog hormona stresa zabelezen u grupi pacijenata koji pate od teske depresije (Jia i
sar., 2019). Hroni¢no povisen nivo kortizola ostvaruje brojne nepovoljne efekte i dovodi se u vezu
sa insulinskom rezistencijom, pove¢anom masom visceralnog masnog tkiva 1 prate¢im
proaterogenim sekvelama, osteopenijom/osteoporozom, sarkopenijom, inhibicijom imunskog
odgovora posredovanog pomoc¢nickim Thl limfocitima 1 supresijom mezolimbickog
dopaminergickog sistema nagrade (Gold i Chrousos, 2002). Tokom akutnog stresa, aktivacija
glukokortikoidnih receptora eksprimiranih u prefrontalnom korteksu, hipotalamusu i hipokampusu,
za ishod ima inhibiciju aktivnosti HPA osovine. Medutim, dugotrajna signalizacija posredstvom
glukokortikoidnih receptora lokalizovanih u neuronima hipokampusa, uzrokuje oSte¢enje ovih
¢elija, posledi¢no se smanjuje inhibitorna kontrola koju ova mozdana struktura ispoljava nad HPA
osom i dalje se produbljuje hiperkortizolemija (Sapolsky, 1990; Gold i Chrousos, 2002).

Neophodno je ista¢i da je u klinickim ispitivanjima pokazano da nivo Kkortizola u
plazmi/serumu kod depresivnih pacijenata moze biti nepromenjen (Wang i sar., 2018), ali i snizen u
poredenju sa zdravim osobama (Brouwer i sar., 2005; Bremmer i sar., 2007; Kabia i sar., 2016).
Navedena otkri¢a nisu iznenadujuca, imajuéi u vidu da depresivni poremecaj predstavlja jedno
heterogeno, rekurentno oboljenje i da se klinicka slika i neuroendokrini profil razlikuju u zavisnosti
od podtipa depresije. Pored atipicne depresije, primeceno je da se hipokortizolemija u kontekstu
depresivnog poremecaja, neretko javlja kod osoba Zenskog pola, pusaca i udruzena sa bolestima
zglobova (Bremmer i sar., 2007). Jedna od hipoteza je da hipokortizolemija kod obolelih od
depresije nastaje usled hroni¢nog iscrpljivanja bioloskih mehanizama i signalnih puteva koji
posreduju u aktivaciji HPA osovine. Prema drugoj hipotezi, koju su najpre usvojili Yehuda i sar.
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(1990) 1 koja ne iskljucuje prethodnu, hronican stres dovodi do adaptacije organizma i povecava
osetljivost hipotalamusa i hipofize na glukokortikoide, $to potencira inhibitorni efekat kortizola na
ove komponente neuroendokrinog HPA sistema i vodi ka daljoj supresiji HPA osovine. Takode,
zapazeno je da je nizak nivo cirkuliSuceg kortizola jedna od upecatljivih endokrinih promena koje
prate posttraumatski stresni poremecaj (Yehuda i sar., 1990) i sindrom hroni¢nog umora (Scott i
Dinan, 1998), nezavisno od postoje¢ih komorbiditeta i /ili prisustva simptoma depresije (Oldehinkel
i sar., 2001).

U sklopu naSe studije je pokazano da hroni¢ni tretman magnezijum sulfatom suprimira
prekomernu sekreciju kortikosterona i normalizuje aktivnost HPA osovine, u modelu depresivnog
ponasanja indukovanog kod muzjaka pacova Wistar soja. Dobijeni rezultati konzistentni su sa
nalazima ispitivanja koje su sproveli Sartori i sar. (2012), koji ukazuju da kod muzjaka miseva,
C57BI/6N i BALB/c soja, primena dijete sa smanjenim unosom Mg (obezbeduje oko 10% dnevnih
potreba magnezijuma), tokom tri nedelje, dovodi do poremecaja funkcije neuroendokrinog HPA
sistema. Disregulacija HPA osovine se manifestovala porastom ekspresije iRNK za prepro-CRF u
paraventrikularnom jedru hipotalamusa i nivoa cirkuliSu¢eg ACTH kod eksperimentalnih zivotinja,
Sto potencijalno odrazava hiperaktivnost HPA sistema (Sartori i sar., 2012). Navedena saznanja,
zajedno sa izveStajima in vitro eksperimenata, upucuju na pretpostavku da Mg prevashodno inhibira
sekreciju CRF, kao centralnog molekulskog regulatora funkcije HPA osovine i1 na taj nacin
suprimira hiperaktivnost ovog neuroendokrinog sistema (Cratty i Birkle, 1999). Dodatno, u
istrazivanju koje su sproveli Zhou i sar. (2018), uoceno je da se u modelu hroni¢nog blagog i
nepredvidivog stresa, kod muzjaka pacova Sprague-Dawley soja znacajno povecava ekspresija i
aktivnost sinaptickih glutamatergi¢kih NMDA receptora, smeStenih u membrani neurona PVN u
hipotalamusu, koji oslobadaju CRF. Smatra se da porast signalizacije posredstvom NMDA
receptora i neminovno sekrecije CRF, u znatnoj meri doprinosi hiperaktivnosti HPA osovine i
prekomernom oslobadanju kortikosterona (Zhou i sar., 2018). Shodno tome, moZemo izneti
hipotezu, prema kojoj je magnezijum, zahvaljuju¢i osobini negativnog alosternog modulatora
NMDA receptora, suprimirao glutamatergicku transmisiju u hipotalamusu, sto je za posledicu imalo
inhibiciju prekomerne sekrecije kortikosterona i normalizaciju funkcije neuroendokrinog HPA
sistema u modelu depresivnog ponasanja. U skladu sa nasim saznanjima, ovo je prvo in vivo
istrazivanje ¢iji rezultati upucuju na modulatorni, prevashodno inhibitorni efekat hroni¢nog Mg
tretmana, koji omogucava kontrolu i supresiju povisene aktivnosti HPA ose kod glodara, u modelu
depresije. Imajuéi u vidu da su neuroni PVN hipotalamusa, koji sintetiSu i oslobadaju CRF, glavna
komponenta koja determiniSe aktivnost HPA sistema, modulacija njihove funkcije posredstvom
NMDA receptora omogucava jedan novi terapijski pristup u le€enju afektivnih poremecaja i upravo
u tome se ogleda translaciona vrednost naSe studije.

Danas je prihvaceno nekoliko teorija, posvecenih rasvetljavanju etiopatoloskih mehanizama
I neurobioloskih i psihosocijalnih faktora u osnovi depresivnog poremecaja. Uprkos tome §to se
prva otkri¢a vezuju za pedesete godine proSlog veka i monoaminsku hipotezu, nakon koje su
usledile teorija o poremecaju funkcije HPA sistema, neurotrofi¢na hipoteza i citokinska teorija,
patofizioloski mehanizmi nisu u potpunosti razjasnjeni (Jia i sar., 2019). Poslednjih godina, fokus
istrazivanja je pretezno usmeren na glukokortikoide 1 proinflamatorne citokine, kao centralne
molekulske medijatore koji posreduju u nastanku i progresiji depresije. Pored hiperaktivnosti HPA
osovine 1 poremecaja regulacije koja se ostvaruje zahvaljuju¢i mehanizmu negativne povratne
sprege i kortizolu, jedan od najkonzistentnijih nalaza kod depresivnih pacijenata je rezistencija na
glukokortikoide (Pace i sar., 2007; Nikkheslat i sar., 2015; Jia i sar., 2019). Naime, jedan od
najupadljivijih farmakoloskih efekata glukokortikoida je snazno antiinflamatorno, kao i
imunosupresivno dejstvo. Etiologija rezistencije na glukokortikoide, koja se srec¢e kod inflamatornih
I neuropsihijatrijskih oboljenja, nije poznata, iako se pominje uticaj velikog broja faktora, medu
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kojima je i genetska predispozicija. Povrh toga, istrazivanja ukazuju da inflamacija, sama po sebi,
smanjuje osetljivost ciljnih tkiva na efekte glukokortikoida (Pace i sar., 2007; Nikkheslat i sar.,
2015). U naSoj studiji hroni¢na primena ACTH kod muzjaka pacova Wistar soja nije uticala na nivo
proinflamatornog citokina IL-6 u plazmi. Sli¢ni rezultati zabelezeni su i u istrazivanju koje su
sproveli Donner i sar. (2012), u ranije pomenutom modelu hiperkortizolemije, pra¢ene razvojem
depresivnog ponasanja, koji se zasniva na tronedeljnom tretmanu kortikosteronom (40 ug/mL, 100
ug/mkL ili 400 pg/mL). U ovoj studiji je pokazano da primena kortikosterona, u navedenim dozama,
ne dovodi do znacajnih promena koncentracije IL-6 u plazmi odraslih muZjaka pacova (Donner i
sar., 2012), sto nije iznenadujuce imajuéi u vidu heterogenu prirodu depresivnog poremecaja. Sa
druge strane, odredeni broj studija je ukazao da se kod obolelih od depresije moze razviti sistemska
inflamacija, kojoj u znatnoj meri doprinosi smanjena ekspresija i desenzitizacija glukokortikoidnih
receptora (Nikkheslat i sar., 2015). Izvestaji upucuju da kod osoba koje pate od depresije nivoi
cirkuli$u¢ih IL-1, IL-2, IL-6, TNF-a, IL-6, IL-10, IL-12, IL-13, kao i C-reaktivnog proteina (CRP,
eng. C-reactive protein), mogu biti znacajno poviseni (Pace i sar., 2007; Nikkheslat i sar., 2015;
Kohler i sar., 2017). Rezultati dobijeni u prvom setu eksperimenata, u okviru ove disertacije,
ukazuju da hroni¢na primena magnezijum sulfata dovodi do smanjenja nivoa inflamatornog
citokina IL-6 u plazmi eksperimentalnih zivotinja. Opisani efekat je zabelezen kod zdravih, ali i kod
pacova izlozenih dugotrajnom ACTH tretmanu, i moZze biti posledica modulacije HPA sistema, ali i
drugih, nezavisnih i do danas, u sklopu ovog modela depresije, nepoznatih mehanizama.
Interesantno je da se efekat smanjenja cirkuliSuc¢eg IL-6 razvio i kod Zivotinja podvrgnutih akutnom
stresu, ali je u ovom slucaju bio izrazen samo kod ACTH/Mg glodara. Shodno tome, nasi rezultati
upucuju na zakljucak da primena magnezijuma, u modelu depresije rezistentne na terapiju, ima
antiinflamatorna svojstva i u prilog ovoj tvrdnji govore izvestaji preklinickih i klinickih studija.
Primera radi, u modelu hipotiroidizma, stanja koje odlikuje hroni¢na inflamacija niskog stepena,
primena magnezijum sulfata (80 mg/kg/dan, i.p., tokom 14 dana) kod muzjaka pacova je
indukovala znacajno smanjenje nivoa CRP, IL-6, TNF-a, intercelularnog adhezionog molekula-1
(ICAM-1, eng. intercellular adhesion molecule-1) i vaskularnog ¢elijskog adhezionog molekula-1
(VCAM-1, eng. vascular cell adhesion molecule-1) u plazmi (Abbas i Sakr, 2016). U skladu sa
ovim saznanjima, pokazano je da suplementacija magnezijumom kod amaterskih ragbi igraca (500
mg/dan, tokom 28 dana), kao i kod osoba koje se rekreativno bave sportom (500 mg/dan, tokom 7
dana) dovodi do znacajnog smanjenja vrednosti cirkuliSuceg IL-6 (Dmitrasinovi¢ i sar., 2016;
Steward i sar., 2019). Dodatno, zapazeno je da primena magnezijum sulfata, najpre u obliku bolus
injekcije (30 mg/Kg, tokom 5 min), a potom u vidu intravenske infuzije, u dozi odrzavanja od 10
mg/Kg/h, tokom izvodenja kardiopulmonalnog bajpasa, za rezultat ima znacajno snizen nivo IL-6,
kao i TNF-a, u serumu pacijenta, postoperativno, u odnosu na placebo grupu (Aryana i sar., 2014).
U randomizovanom, kontrolisanom klini¢kom ispitivanju koje su sproveli Mojtahedzadeh i sar.
(2016), utvrdeno je da aplikacija magnezijum sulfata u obliku kontinuirane intravenske infuzije (10
g MgSO, tokom 12 h) snazno suprimira sekreciju IL-6, nakon otvorene hirurSke reparacije
aneurizme abdominalne aorte. U svetlu ovih nalaza, interesantno je pomenuti da je jos tridesetih
godina proslog veka primeceno da se kod pacova podvrgnutih dijetarnom reZimu sa smanjenim
unosom Mg, javljaju klinicki znaci inflamacije (Mazur i sar., 2007). Opazeno je prisustvo
karakteristi¢nih simptoma koji odgovaraju alergijskoj reakciji, pracenih eritemom, hiperemijom i
edemom, kod ovih zivotinja. Usledila su istraZivanja koja su potvrdila ovo otkri¢e i predlazu se
mehanizmi, koji posreduju u razvoju inflamacije u stanjima deficijencije Mg, i ukljucuju: poveéan
ulazak Ca u celije i olakSanu aktivaciju makrofaga, otvaranje Ca kanala i aktivaciju NMDA
receptora, pojacano oslobadanje supstance P i aktivaciju NF-kB (Mazur i sar., 2007). Opisana
saznanja dopunjena su rezultatima jo$ jednog istrazivanja (Sugimoto i sar., 2012), koje je pokazalo
da terapija magnezijum sulfatom kod trudnica, prilikom porodaja, kao i in vitro, ispoljava
inhibitorni efekat na produkciju IL-6 i TNF-o u monocitima, supresijom aktivacije NF-«B.
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5.5. Efekti hroni¢nog tretmana magnezijumom na telesnu masu,
apsolutnu i relativnu masu adrenalnih Zlezda u modelu depresije
rezistentne na triciklicne antidepresive

Depresija je klini¢ki sindrom, poremecaj raspoloZzenja koji karakteriSu duboko ukorenjen
osecaj tuge 1 beznada, anhedonija, iritabilnost, kognitivni deficiti, ali 1 neurovegetativni simptomi,
od kojih se neretko javljaju poremecaji apetita i spavanja (Krishnan i Nestler, 2008). Naime,
znacajne promene telesne mase kod obolelih od depresije mogu doprineti primetnom porastu rizika
za razvoj gojaznosti, kasnije i metabolickog sindroma. Pored toga, epidemioloski izvestaji upucuju
na potencijalne bioloske mehanizme koji u osnovi povezuju gojaznost i depresivni poremecaj, i
ukazuju na Cinjenicu da prisustvo jednog od navedenih povecéava rizik za nastanak drugog oboljenja
(Mannan i sar., 2016; Milaneschi i sar., 2019). Shodno tome, u okviru prvog seta eksperimenata
nasih istrazivanja, jedan od ciljeva je bio pracenje promena telesne mase u modelu depresivnog
ponasanja indukovanog dugotrajnom aplikacijom ACTH. Dobijeni rezultati ukazuju da je telesna
masa zivotinja izlozenih hroni¢noj primeni ACTH bila zna¢ajno manja nakon tronedeljnog tretmana
U poredenju sa zdravim jedinkama. Medutim, primena magnezijum sulfata, putem vode za pice, u
trajanju od 28 dana, delovala je protektivno kod zivotinja ACTH/Mg grupe | antagonizovala je
negativne efekte ACTH tretmana na telesnu masu. Nasi rezultati su konzistentni sa izvestajima
ranijih studija, u kojima je zabelezeno da ponavljana primena hormona stresa, adrenokortikotropnog
hormona ili kortikosterona, kod eksperimentalnih Zivotinja indukuje znacajno smanjenje telesne
mase ili redukuje dobijanje na telesnoj masi. Naime, u istrazivanju koje su sproveli Haack i sar.
(1978), primeceno je da tretman odraslih muzjaka pacova Wistar soja adrenokortikotropnim
hormonom (0,5 mg/kg/dan, s.c.), u trajanju od 10 dana, uzrokuje primetno smanjenje telesne mase.
Pretpostavlja se da je gubitak telesne mase koje se javlja tokom prva dva dana ACTH tretmana,
prevashodno posledica gubitka vode, dok nakon toga, od tre¢eg dana nadalje, primarni uzrok ove
pojave se moze objasniti smanjenim unosom hrane, kao i metabolickim efektima glukokortikoida
(Haack i sar., 1978). U skladu sa ovim saznanjima su i rezultati studije u kojoj su Donner i sar.
(2012) pokazali da je nakon tronedeljne aplikacije kortikosterona, u dozama od 40 pg/mL i 100
ug/mL, porast telesne mase kod ovih jedinki bio znacajno manji u poredenju sa zdravim
Zivotinjama kontrolne grupe. Primena kortikosterona u dozi od 400 pg/mL, u datom modelu
hroni¢nog stresa, indukovala je izrazeni gubitak telesne mase (Donner i sar., 2012). Opisane
promene kod eksperimentalnih Zivotinja, prevashodno redukovano povecanje telesne mase pacova,
tokom tretmana kortikosteronom (100 pg/mL, per os, 21 dan), potvrdeno je u istovetnom
animalnom modelu hroni¢nog stresa, koji su u svojoj laboratoriji uveli Stani¢ i sar. (2017). Sa druge
strane, u modelu koji se zasniva na hroni¢noj oralnoj primeni kortikosterona kod miseva C57BL/6
soja (25 pg/mL, 14 dana) i Sprague-Dawley pacova (50 pg/mL, 14 dana), Gourley i Taylor (2009)
Su pokazali odsustvo znacajnih promena u telesnoj masi ovih jedinki u odnosu na Zivotinje
kontrolne grupe. Prilikom tumacenja nasih rezultata i izvestaja drugih istrazivanja, treba imati u
vidu da su efekti ACTH na telesnu masu u znacajnoj meri posredovani glukokortikoidima, kao i da
je pre vise od dve decenije pokazano da primena niskih doza kortikosterona ima anaboli¢ko
delovanje, dok umerene 1 visoke doze ovog hormona stresa pospeSuju katabolicke procese u
organizmu (Santana 1 sar., 1995). Dakle, mozemo da pretpostavimo da je u nasim eksperimentima,
u modelu depresije rezistentne na tricikline antidepresive, tokom hroni¢nog ACTH tretmana,
hipersekrecija kortikosterona ispoljila stimulatorni efekat na katabolicke procese, §to je za posledicu
imalo primetno smanjenje telesne mase eksperimentalnih Zivotinja.

Rezultati nasSeg istrazivanja su oc¢ekivano potvrdili ranije nalaze da dugotrajna izloZenost

visokom nivou cirkulisu¢eg ACTH dovodi do hipertrofije nadbubrezne zlezde. Navedeni parametar
se neretko prati, u cilju procene efikasnosti egzogene primene ACTH kod eksperimentalnih
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zivotinja. Dodatno, u sklopu nasih eksperimenata je zabelezeno da hroni¢ni tretman magnezijum
sulfatom ne umanjuje negativne efekte koje ima ACTH na apsolutnu i relativnu masu adrenalnih
zlezda kod pacova.

Odavno je poznato da ACTH ispoljava trofi¢ni efekat na nivou kore nadbubreznih zlezda,
kao 1 da hiperaktivnost HPA ose i povisen nivo cirkuliSu¢eg ACTH indukuju morfoloske i
funkcionalne promene koje zahvataju ove endokrine Zlezde (Dallman, 1984-85; Ferreira i sar.,
2004; Fichsl 1 sar, 2013a, 2013b). Prilikom aktivacije HPA osovine, parvocelularni
neurosekretorni neuroni dorzomedijalnog PVN hipotalamusa oslobadaju CRF i AVP, peptidne
hormone koji stimuliSe sekreciju ACTH iz kortikotropnih ¢elija adenohipofize. ACTH je peptid
saCinjen iz 39 aminokiselina 1 nastaje razgradnjom prekurskog molekula- proteina
proopiomelanokortina (Fiichsl i sar., 2013a; Novoselova i sar., 2019). Putem krvotoka, ACTH se
transportuje do ciljnih tkiva, primarno adrenalnih zlezda, gde ostvaruje svoje efekte preko
melanokortinskih receptora tipa 2 (MC2R, eng. melanocortin 2 receptor), poznatijih kao receptori
za adrenokortikotropni  hormon (ACTHR). MC2R je jedinstveni pripadnik familije
melanokortinskih receptora, ¢iji je specificni, fizioloski ligand ACTH. Potvrdeno je da su MC2R
eksprimirani u svim zonama adrenalnog korteksa, medutim, glavno mesto delovanja ACTH je zona
fascikulata, u kojoj stimuli$e sintezu i sekreciju glukokortikoida (Novoselova i sar., 2018, 2019).
Regulacija i supresija prekomerne aktivnosti HPA osovine zasnivaju se na mehanizmu negativne
povratne sprege i pritom glavna mesta inhibitornog dejstva kortizola/kortikosterona su
adenohipofiza, hipokampus i PVN hipotalamusa. Na nivou hipofize, inhibitorni efekat
glukokortikoida se ostvaruje zahvaljuju¢i represiji gena koji kodira proopiomelanokortin,
supresijom oslobadanja ACTH i negativnim uticajem na vezivanje CRH za CRH1 receptore (Fiichsl
I sar., 2013b). Istrazivanja su pokazala da ponavljana primena ACTH, putem injekcija ili
intravenske infuzije, za rezultat ima hipertrofiju kortikalnih ¢elija nadbubrezne zlezde,
karakterisanu znacajnim porastom sinteze RNK i proteina. U zavisnosti od primenjene doze, ovaj
efekat se javlja nekoliko sati ili dana od pocetka primene i kasnije je pracen hiperplazijom
adrenokortikalnih c¢elija (Dallman, 1984-85). U ispitivanju koje su sproveli Ferreira i sar. (2004),
primeceno je da kod pacova intraperitonealna primena ACTH (0,2 mg/kg/dan) u trajanju od tri ili
15 dana, dovodi do znacajnog povecanja mase adrenalne zlezde, $to je u skladu sa rezultatima nase
studije. Takode, izvestaji ove studije ukazuju da je hipertrofija nadbubrezne zlezde bila primetna i
24 h nakon akutnog ACTH tretmana, dok sa druge strane, ovaj efekat nije zabelezen posle 2 h, kao
ni 18 h nakon akutne primene ACTH. Dodatno, nakon ponavljanog ACTH tretmana (tokom 3 ili 15
dana), hipertrofija adrenalne Zlezde je bila pracena upadljivim porastom nivoa cirkuliSuceg
kortikosterona, $to upucuje na hiperaktivnost neuroendokrinog HPA sistema kod ovih Zivotinja
(Ferreira i sar., 2004). Dosadasnja saznanja, ukljuujuéi i nalaze naSe studije, vezane za promene
koje se odvijaju na nivou nadbubreznih Zlezda, jo$ jednom su potvrdili Kobayashi i Segi-Nishida
(2019), koriste¢i pritom, uz odredene modifikacije protokola, isti model depresije rezistentne na
tricikli¢ne antidepresive, indukovane ACTH tretmanom (0,45 mg/kg/dan, 18 dana).

Literaturni podaci ukazuju da je i u drugim modelima hroni¢nog stresa ili depresije kod
eksperimentalnih zivotinja prisutna disregulacija HPA ose, $to se neretko manifestuje poremecajem
sekretorne aktivnosti kortikotropnih ¢elija adenohipofize 1 znacajnim morfoloSkim promenama na
nivou adrenalnih Zlezda, koje ukljucuju atrofiju ili hipertrofiju. Fiichsl i sar. (2013a, 2013b) su u
modelu psihosocijalnog stresa, zasnovanom na uzgajanju muzjaka miSeva sa dominantnim
muzjakom istog soja, pokazali izrazeni porast jutarnjeg bazalnog nivoa ACTH u plazmi ovih
jedinki. Takode, kod ovih Zivotinja su zabelezene i poviSene vrednosti cirkulisu¢eg ACTH 10 min
nakon izvodenja FST, upadljiv porast mase leve i desne nadbubrezne Zlezde, kao i njihovog zbira, u
poredenju sa navedenim parametrima zdravih, kontrolnih Zivotinja (Fiichsl 1 sar., 2013a, 2013b).
Primera radi, Donner i sar. (2012) su pokazali da tronedeljni tretman kortikosteronom indukuje
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atrofiju adrenalnih zlezda kod odraslih muzjaka pacova Sprague Dawley soja. Primeceno je da ovaj
efekat pokazuje doznu-zavisnost i da se kod Zivotinja znac¢ajno smanjuje dijametar same Zlezde, kao
I korteksa (Donner i sar., 2012). Dodatno, zapazeno je da kortikosteron ispoljava najizrazeniji
efekat na Sirinu zone fascikulate, odnosno da se najupadljivije promene javljaju na nivou samih
¢elija koje produkuju glukokortikoide. Pretpostavlja se da atrofija nadbubreznih zlezda nastaje usled
aktivacije negativne povratne sprege, koja ostvaruje inhibitornu kontrolu nad komponentama
neuroendokrinog HPA sistema. U datim eksperimentalnim uslovima regulatorni mehanizam
negativne povratne sprege snazno potencira egzogena aplikacija kortikosterona (Donner i sar.,
2012). Sli¢ni rezultati zabelezeni su i u studiji koju su sproveli Stani¢ i sar. (2017), u kojoj je
koris¢en isti model hroni¢nog stresa, uz izbor srednje doze kortikosterona koja je primenjivana u
ranijim istrazivanjima (100 pg/mL, putem vode za pice). Naime, pored atrofije nadbubrezne Zlezde,
kod odraslih muzjaka Wistar pacova je uo¢eno znacajno smanjenje povrSine adrenalnog korteksa i
medule nakon tronedeljnog tretmana kortikosteronom (Stani¢ i sar., 2017). Suprotno dosadasnjim
saznanjima, u ranije pomenutoj studiji koju su sproveli Gourley i Taylor (2009), nije zabelezena
statisti¢ki znacajna razlika u masi adrenalnih Zlezda izmedu glodara izlozenih hroni¢nom tretmanu
kortikosteronom i zivotinja kontrolne grupe, $to se moze tumaciti metodoloskim razlikama.

Prema nasim saznanjima, u okviru ove disertacije po prvi put su ispitivani efekti hroni¢ne
aplikacije magnezijum sulfata na telesnu masu i masu nadbubreznih Zlezda, u animalnom modelu
depresivnog ponasanja. Pokazano je da magnezijum suprimira hiperaktivnost HPA osovine i na taj
nain u znatnoj meri inhibira Stetne efekte koje ispoljava ACTH tretman, sprecavajuci pritom
smanjenje telesne mase zivotinja. Uprkos tome $to je delovao modulatorno na aktivnost HPA
sistema, magnezijum nije ispoljio protektivni efekat na nivou adrenalnih Zlezda, $to se ogleda u
¢injenici da nije ublazio njihovu hipertrofiju uzrokovanu adrenokortikotropnim hormonom.

Interesantno je pomenuti da je u animalnom modelu anksioznog ponasanja, tronedeljna
dijeta, zasnovana na restrikciji unosa magnezijuma (50 mg Mg/kg hrane, $to obezbeduje priblizno
10% dnevnih potreba za magnezijumom), dovela do znacajno veceg porasta telesne mase kod
miseva C57BI/6N soja u poredenju sa Zivotinjama kontrolne grupe, dok je kod BALB/c miSeva
ostvarila suprotan efekat (Sartori i sar., 2012). Prilikom kori$¢enja istog modela anksioznog
ponaSanja, Singewald 1 sar. (2004) su primetili da je nakon tri nedelje, telesna masa misSeva
C57BL/6J soja, podvrgnutih datom rezimu ishrane, smanjena za priblizno 5% u odnosu na
odgovarajuce vrednosti kod Zivotinja kontrolne grupe. Iako tatan mehanizam nije razjasnjen, ova
otkri¢a upucuju na zakljucak da posledice deplecije magnezijuma kod eksperimentalnih Zivotinja u
velikoj meri zavise od vrste i soja. U klini¢ckim studijama, paZnja je pretezno bila usmerena na
ispitivanje korelacije izmedu unosa magnezijuma i kardiometaboli¢kih parametara i postoji
skroman broj istrazivanja u kojima je kod uéesnika prac¢en efekat suplementacije magnezijumom na
telesnu masu (Huang i sar., 2012; Cosaro i sar., 2014). Na primer, Moslehi i sar. (2012) su ispitivali
uticaj suplementacije magnezijumom (magnezijum oksid, 250 mg/dan, 8 nedelja) na markere
inflamacije kod osoba zenskog pola, prekomerne telesne tezine, i tom prilikom je zapazeno da nije
bilo znacajnih promena telesne mase, kao ni visoko senzitivnog C-reaktivnog proteina (eng. high-
sensitivity C-reactive protein, hs-CRP), fibrinogena i IL-6, po okoncanju studije. Uprkos tome,
pokazano je da magnezijum ima blagotvorno delovanje, koje se ogleda u primetnom smanjenju
procenta telesnih masti i masnog tkiva kod ispitanika (Moslehi i sar., 2012). Rezultati klini¢kih
studija, ukazuju na blisku povezanost izmedu visokog unosa magnezijuma putem ishrane i
povecane osetljivosti na insulin (Cahill i sar., 2013). Uoceno je da postoji dozno zavisna povezanost
izmedu unosa magnezijuma i insulinske rezistencije, koja ne zavisi od starosti, pola, ukupnog
kalorijskog unosa, fizicke aktivnosti, upotrebe lekova i gojaznosti. Takode, ova inverzna korelacija
je izrazenija kod gojaznih 1 osoba sa prekomernom telesnom masom, $to ovu populaciju Cini
posebno osetljivom na povoljne efekte Mg (Cahill i sar., 2013). Odavno je poznato da magnezijum

93



ostvaruje brojne uloge u metabolickim procesima, ukljucujuci sintezu proteina, glikolizu, reakcije
fosforilacije, kao i da ima blag stimulatorni efekat na ulazak glukoze u ¢elije. Jedna od pretpostavki
je da Mg interreaguje sa aktivnosc¢u tirozin-kinaza insulinskog receptora (Cahill i sar., 2013; Cosaro
i sar., 2014). Imajuci u vidu kompleksnu prirodu metaboli¢kih promena u uslovima hiperaktivnosti
HPA ose i jasnu korelaciju izmedu hiperkortizolemije i gojaznosti, metabolickog sindroma i
dijabetesa tipa 2, neophodno je dalje istraziti efekte suplementacije magnezijumom u datim
uslovima i utvrditi da li postoji povoljan uticaj ovog biometala na kardiometabolicke parametre.

5.6. Ispitivanje uticaja hroninog tretmana magnezijumom na nivo
bioelemenata u prefrontalnom korteksu muzjaka pacova u modelu
depresivnog ponasanja

Esencijalni elementi su neophodni za pravilno funkcionisanje organizma i1 poremecaji
njihove homeostaze se vezuju za brojna patoloska stanja, ukljuc¢ujuci depresiju. U najvecem broju
istrazivanja na temu deficijencije mikronutrijenata i depresivne simptomatologije, ispitivana je
korelacija izmedu nivoa Mg i/ili Zn u organizmu i prisustva depresivnog poremecaja, kao i tezine
klinicke slike (Mtyniec i Nowak, 2012). U nasoj studiji, u sklopu eksperimenata druge faze, u
modelu depresivnog ponasanja indukovanog adrenokortikotropnim hormonom, izvrSeno je
odredivanje nivoa biometala — Fe, Cu, Zn i Mg u prefrontalnom korteksu muzjaka pacova hroni¢no
izlozenih Mg suplementaciji. Gvozde ima centralnu ulogu u transportu kiseonika, sintezi DNK
molekula i odredenih neurotransmitera (Mtyniec i sar., 2014). Bakar je kofaktor brojnih enzima i
ostvaruje vaznu ulogu u biohemijskim procesima, ukljucujuéi ¢elijsku respiraciju, eritropoezu,
metabolizam gvozda, holesterola i glukoze, kao i sintezu odredenih hormona (Styczen i sar., 2016).
Cink ostvaruje esencijalnu ulogu u velikom broju fizioloskih procesa, ukljucujuéi replikaciju,
transkripciju, sintezu proteina, celijsku deobu i diferencijaciju (Mtyniec i sar., 2014). U
hipokampusu i korteksu, joni cinka reguliSu aktivaciju brojnih ligand- i voltazno-zavisnih jonskih
kanala (Wang i sar., 2018). Pored toga, u preklinickim modelima je pokazano da cink ispoljava
antidepresivni efekat kod zivotinja (Szewczyk i sar., 2002; Sowa-Kuc¢ma i sar., 2008). Navedeni
biometali su neophodni za razvoj i fizioloske funkcije centralnog nervnog sistema, i svi su
izuCavani u kontekstu njihove uloge u nastanku i psihopatologiji depresivnog poremecaja (Prohaska
i Smith, 1982; Maserejian i sar., 2012; Sowa-Kué¢ma i sar., 2013; Mtyniec i sar., 2014; Mtyniec i
sar., 2015; Styczen 1 sar., 2016; Wang 1 sar., 2018).

U nasoj studiji je zapazeno da Mg dovodi do primetnog porasta nivoa Cu, pracenog
porastom odnosa Cu/Zn u prefrontalnom korteksu, jednoj od klju¢nih regija mozga, koja pokazuje
atrofiju kod depresivnih pacijenata. Opisani efekat Mg, zajedno sa nalazima dobijenim u okviru
prvog seta eksperimenata, o stimulatornom dejstvu Mg na oslobadanje adrenalina i noradrenalina
kod zdravih, ali i kod Zivotinja izloZenih aplikaciji ACTH, govori u prilog hipotezi o povezanosti
izmedu Mg 1 monoaminergi¢kog sistema. Literaturni podaci ukazuju da deficit Cu kod glodara
moze dovesti do zna¢ajnog smanjenja nivoa noradrenalina u mozgu (Prohaska i Smith, 1982; Maes
i sar., 1997; Maserejian i sar., 2012; Sowa-Ku¢ma i sar., 2013; Mtyniec i sar., 2014; Mtyniec i sar.,
2015; Wang i sar., 2018). Rezultati dobijeni u okviru ove disertacije upucuju na pretpostavku da
smanjenjem nivoa Cu u prefrontalnom korteksu, ACTH izaziva poremecaj noradrenergicke
transmisije, dok primena Mg inhibira ovaj efekat. Interesantno je da ni ACTH ni Mg nisu uticali na
homeostazu Zn i Fe u prefrontalnom korteksu u datom modelu depresivnog ponasanja.

Poremecaj homeostaze gvozda, i u odsustvu anemije, uti¢e na raspolozenje i dovodi do

pojave simptoma slicnih simptomima koji se susrecu kod depresivnih pacijenata (Mtyniec 1 sar.,
2014). Pokazano je da psihosocijalni stres dovodi do porasta sadrzaja gvozda u mozgu (Mtyniec i
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sar., 2014), sto nije u skladu sa nalazima nase studije. PoviSen nivo gvozda u mozgu uzrokuje
smanjenje aktivnosti superoksid dismutaze i pad nivoa glutationa, $to smanjuje antioksidativnu
zaStitu. Medutim, zapazeno je takode da hroni¢na i teska deficijencija gvozda u detinjstvu dovodi
do poremecaja kognitivnih 1 motornih funkcija, kao i pojave simptoma depresije i anksioznosti u
adultnom dobu (Lozoff i sar., 2000). Styczen i sar. (2016) su pokazali da je koncentracija Cu u
serumu pacijenata koji pate od depresije za 11% niZza u odnosu na zdrave osobe, $to ne predstavlja
statisticki znacajnu razliku. Takode, zabelezeno je da nema razlike u nivou Cu u serumu tokom
epizode depresije i faze remisije, kao ni izmedu kontrola 1 osoba koje su u fazi remisije. Sa druge
strane, u odredenom broju istrazivanja je zabeleZeno da je koncentracija Cu znacajno veca (za 22%
i za 14%, redom) u krvi depresivnih pacijenata u poredenju sa zdravim ispitanicima (Manser i sar.,
1989; Narang i sar., 1991). Interesantno je da su Maes i sar. (1997) primetili da, i pored odsustva
znaCajne razlike u nivou Cu u serumu, izmedu pacijenata koji pate od TRD i zdravih osoba, nakon
terapijske primene antidepresiva se javlja znacajan pad nivoa Cu. U ovoj studiji je uo¢eno da nema
znacajne korelacije izmedu koncentracije Cu u serumu i tezine depresije, trajanja epizode depresije,
kao i1 duzine trajanja ovog oboljenja (Maes i sar., 1997). Medutim, pokazano je da je nivo Zn u
serumu znacajno nizi kod osoba koje boluju od TRD u poredenju sa zdravim dobrovoljcima (Maes 1
sar., 1997). U skladu sa ovim izveStajem su nalazi studija u kojima je primeéena pozitivna
korelacija izmedu deficijencije Zn i tezine simptoma depresije (Wang i sar., 2018). Maserejian i sar.
(2012) su na primer, pokazali korelaciju izmedu deficijencije Zn i simptoma depresije kod Zena, ali
ne 1 kod muSkaraca. U ispitivanju koje su sproveli Maes 1 sar (1997), primena antidepresiva nije
uticala na nivo Zn u serumu. Dodatno, neophodno je pomenuti istrazivanje Sowa-Kuc¢ma i sar.
(2013) u kom je pokazan poremecaj homeostaze Mg i Zn u hipokampusu osoba koje su pocCinile
samoubistvo. Otkriveno je da je koncentracija Mg bila znacajno snizena u hipokampusu ovih osoba
(Sowa-Kuéma i sar., 2013), Sto je u izvesnoj meri, nakon ekstrapolacije, u skladu sa nasim
rezultatima koji ukazuju na smanjenje nivoa Mg u prefrontalnom korteksu za 23% nakon ACTH
tretmana, iako data vrednost nema statisticku znacajnost. Sa druge strane, nivo Zn je ostao
nepromenjen u hipokampusu osoba koje su izvrSile samoubistvo (Sowa-Kuéma i sar., 2013), ali i u
prefrontalnom korteksu muZzjaka pacova nakon dugotrajnog izlaganja ACTH u naSoj studiji.
Potrebno je ista¢i i da je interakcija Mg i Zn sa NMDA receptorima u hipokampusu ovih osoba
podlegla promenama i da se smanjio inhibitorni uticaj koji Mg i Zn ostvaruju na aktivhost NMDA
receptora (Sowa-Kuéma i sar., 2013).

Primera radi, Falchuk i sar. (1977) su pokazali da infuzija ACTH dovodi do znacajnog
smanjenja nivoa Zn u serumu. Smatra se da ovaj efekat nije posredovan glukokortikoidima, jer je
zabeleZen 1 kod pacijenata kojima su uklonjene adrenalne Zlezde. Takode, ovaj efekat se javio kod
zdravih dobrovoljaca, kao i kod hospitalizovanih pacijenata u akutnoj fazi bolesti, kojima je
dijagnostikovan karcinom, infektivno oboljenje ili reumatoidni artritis (Falchuk i sar., 1977).

Prema naSim saznanjima, tokom izrade ove disertacije, po prvi put je ispitivan status
bioelemenata — Fe, Cu, Zn i Mg u prefrontalnom korteksu u modelu TRD, kao i nakon Mg
suplementacije. Literaturni podaci, ali i nasi nalazi govore u prilog tome da potencijalna primena
ovih mikronutrijenata kao biomarkera depresivnog poremecaja nije opravdana i da su neophodne
dalje studije u cilju identifikacije subpopulacija pacijenata kod kojih suplementacija, kao
adjuvantno sredstvo moze da ispolji pozitivan efekat na depresivnu simptomatologiju.
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5.7. Hroni¢na suplementacija magnezijumom suprimira razvoj
intersticijalne fibroze miokarda indukovane adrenokortikotropnim
hormonom u modelu depresije rezistentne na triciklicne antidepresive

lako je povezanost izmedu hroni¢nog stresa i patohistoloSkih promena na srcu davno
primecena, bioloski mehanizmi i neurohumoralni medijatori, do danas, nisu u potpunosti
rasvetljeni. U sklopu eksperimenata ove disertacije, po prvi put su ispitivane morfoloske promene
koje se javljaju na miokardu nakon tronedeljnog ACTH tretmana. ACTH i kortizol, pored
cirkuliSsu¢eg adrenalina i noradrenalina, ¢ine osnovu neuroendokrinog stres sistema (Lightman,
2008; Herman i sar., 2016). Odavno je poznato da ACTH i kortizol ostvaruju kompleksne uloge u
regulaciji metabolizma ugljenih hidrata, proteina i lipida, prometa energije u organizmu, kao i u
regulaciji osmolalnosti i volumena ekstracelularne tecnosti — fizioloskim funkcijama koje bilo
neposredno ili posredno uticu na sr¢anu funkciju. U uslovima hroni¢nog stresa, neki od efekata koji
se pripisuju ACTH i Kortizolu su smanjena osetljivost na insulin, abdominalna gojaznost,
hipertenzija, aktivacija trombocita, inflamacija, endotelna disfunkcija i poremecaj autonomne
regulacije. Svi pomenuti efekti ¢ine neraskidivi deo patogeneze ishemijske bolesti srca (Lundberg i
sar., 2016; Popovié i sar., 2017; Stimson i sar., 2017).

Po usvojenoj nomenklaturi, u literaturi je receptor za adrenokortikotropni hormon (ACTHR)
poznat kao melanokortinski receptor tip 2 (eng. melanocortin 2 receptor, MC2R) (Yang i Harmon,
2017). MC2R je neophodan za ostvarivanje fizioloSke funkcije adrenalnih Zlezda i1 odvijanje
procesa steroidogeneze i prema dosadasnjim saznanjima ovaj receptor je eksprimiran u adrenalnom
korteksu, kozi i masnom tkivu (Clark i sar., 2005; Popovi¢ i sar., 2014). Interesantno je da se
ispituje znacaj polimorfizma ACTHR kao potencijalnog prediktora morfoloskih i funkcionalnih
promena na srcu. U jednoj pilot studiji, kod zdravih ispitanika - sportista i kontrola koji vode
sedentarni nacin Zivota, primeceno je da osobe nosioce polimorfizma ACTHR odlikuje niza src¢ana
frekvencija u mirovanju, kao i ve¢a masa i dijametar leve komore (Popovi¢ i sar., 2014). Pored
navedenih otkri¢a vezanih za ACTHR, neophodno je pomenuti da ACTH poseduje sposobnost da se
veze, 1 potom aktivira, sve receptore ¢lanove familije melanokortina (MC1R-MC5R) (Yang i
Harmon, 2017). Mountjoy i sar. (2003) su detektovali prisustvo iRNK MC4R u miokardu odraslih
jedinki pacova, medutim, uloga ovog receptora u srcu do danas nije razjasnjena.

U na$oj studiji, u animalnom modelu hiperaktivnosti HPA osovine indukovane primenom
adrenokortikotropnog hormona, kod muzjaka Wistar pacova pokazano je prisustvo fenotipskih
osobina depresivnog poremecaja i morfoloskih promena na miokardu, indikativnih za intersticijalnu
fibrozu. Rezultati dobijeni u drugom setu eksperimenata, u okviru izrade ove disertacije, pokazali su
izrazeni porast proliferacije fibroblasta i znatno povecanje sadrzaja endomizijalnog kolagena nakon
hroni¢ne izlozenosti ACTH tretmanu, $to reflektuje prisustvo intersticijalne fibroze miokarda kod
ovih zivotinja. Prilikom analize markera proliferacije fibroblasta, imunohistohemijskom detekcijom
¢elija koje eksprimiraju nuklearni faktor Ki-67 ili PCNA, primecen je upadljiv porast broja Ki-67
imunopozitivnih fibroblasta u miokardu u ACTH grupi u odnosu na kontrole. Kod ovih Zivotinja,
medutim, nije bilo znacajnih promena u ekspresiji PCNA nakon ponavljane aplikacije ACTH u
poredenju sa kontrolnom grupom. Treba imati u vidu da Ki-67 kao parametar proliferacije koji ima
Siroku primenu u prekliniCkom istrazivanju, dijagnostici i proceni efikasnosti terapije, pokazuje
specificnost, robusnost i prediktivnu validnost. Sa druge strane, ekspresija PCNA proteina se
povecava u Celiji tokom proliferacije, ali 1 pri nastanku DNK oSte¢enja, kada nastupa proces
reparacije (Bologna-Molina i sar., 2013). Shodno tome, mozemo pretpostaviti da navedene osobine
ovih markera dovode do odstupanja u nasim rezultatima, kao i da ekspresija Ki-67 verno oslikava
proliferativnu aktivnost fibroblasta u miokardu.
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Nalazi nase studije su konzistentni sa izveStajima drugih istrazivanja u kojima su opisane
patoloske promene koje se javljaju prilikom izlaganja hroni¢nom stresu ili visokom nivou
cirkuli$u¢ih glukokortikoida. Pre vise od dve decenije, zabelezeno je da se u uslovima socijalnog
stresa, indukovanog izlaganjem muZzjaka pacova pripadniku iste vrste Kkoji ispoljava agresivno
ponasanje, remeti simpatovagalna regulacija sréane funkcije i da dominantnu kontrolu uspostavlja
simpatikusni nervni sistem, $to se dovodi u vezu sa pove¢anom incidencom ventrikularnih i
supraventrikularnih tahiaritmija (Sgoifo i sar., 1999). Sli¢ne autonomne promene su primeéene kod
odredenih akutnih i hroni¢nih patoloskih stanja i smatra se da predstavljaju relevantne prediktore
kardiovaskularnog morbiditeta i mortaliteta (Grippo i sar., 2011). Kasnije je pokazano da averzivni
socijalni stimulusi, poput navedenog, ostvaruju dugoro¢ne efekte na brojne fizioloske i
bihejvioralne parametre, ukljucujuci dnevne varijacije srcane frekvencije i telesne temperature, unos
hrane, ali i eksploratorno i socijalno ponasanje (Costoli i sar., 2004). Primera radi, nakon dejstva
akutnog stresora socijalne prirode, kardiovaskularni efekti ostaju izrazeni i posle dve nedelje i
neretko se manifestuju kao poremecaj cirkadijalne varijabilnosti sréane frekvencije (Meerlo i sar.,
1999). Interesantno je pomenuti istrazivanje koje su sproveli Costoli i sar. (2004), u kom su opisane
patoloske promene koje se javljaju kod miSeva prilikom ponavljanog izlaganja dominantnom
muzjaku istog soja. Nakon 15 dana izlaganja eksperimentalnih Zivotinja ovom obliku
psihosocijalnog stresa, morfometrijska ispitivanja su ukazala na fokalni gubitak kardiomiocita
pracen blagim porastom intersticijalne fibroze miokarda leve komore, §to je u skladu sa rezultatima
ove disertacije. Jedna od pretpostavki je da ovaj oblik remodelovanja leve komore nastaje usled
ponavljanog izlaganja visokom nivou cirkulisucih kateholamina (Costoli i sar., 2004). Usledila su
ispitivanja u kojima je pracen uticaj socijalne izolacije na bihejvioralne i kardiovaskularne
parametre eksperimentalnih Zivotinja. Otkriveno je da kod prerijskih voluharica, glodara koje
odlikuje karakteristi¢cno monogamno ponasanje, socijalna izolacija u trajanju od 4 nedelje dovodi do
razvoja simptoma depresije, poput anhedonije, uzrokuje porast broja sr¢anih otkucaja u minuti i
pritom redukuje varijabilnost sr¢ane frekvencije (Grippo i sar., 2011).

U daljim istrazivanjima, u kojima je ispitivan uticaj hormona stresa na miokard, Omori i sar.
(2014) su primetili da u modelu sréane insuficijencije, zasnovanom na visokom unosu soli putem
hrane, kod osetljivog soja glodara, kortikosteron stimuliSe sintezu kolagena u fibroblastima
miokarda. Zapazeno je da u uslovima porasta oksidativnog stresa opisani efekat glukokortikoida
nastupa zahvaljujuci aktivaciji mineralokortikoidnih receptora u srcu, kao i da su date promene
indikativne za fibrozu miokarda (Omori i sar., 2014). U skladu sa prikazanim rezultatima su i nalazi
studije Xinxing i sar. (2104), u kojoj je izvrSena analiza morfoloSkih promena koja nastaju u srcu, u
modelu depresivnog ponasSanja indukovanog primenom hroni¢nog blagog stresa kod muZjaka
Wistar pacova. Primeceno je da se nakon izlaganja razli¢itim oblicima stresa, tokom 8 nedelja, kod
zivotinja razvijaju karakteristike depresivnog fenotipa, poput anhedonije, pracene patoloSkim
promenama na miokardu. Primenom elektronske mikroskopije, uocena je ruptura miofibrila i
unutrasnje membrane mitohondrija, kao i marginacija nuklearnog hromatina. Takode, zabelezeno je
znacajno povecanje nivoa apoptoze kardiomiocita u ovoj eksperimentalnoj grupi u poredenju sa
kontrolama (Xinxing i sar., 2104). Kasnije, u ispitivanju koje je imalo za cilj praenje sinergisti¢kih
efekata psihosocijalnog stresa i gojaznosti kod muzjaka C57BL/6 J miSeva, pokazan je izraZeni
porast koli¢ine kolagena u intersticijumu miokarda, pracen indukcijom apoptoze kardiomiocita i
oksidativnog stresa u levoj komori (Agrimi i sar., 2019). Pored prisustva intersticijalne fibroze,
zapazeno je i remodelovanje velikih koronarnih arteriola kod ovih zivotinja. Mehanicisticka analiza
upucuje na redukovan nivo BDNF i njegovog TrkB receptora u srcu, Sto za posledicu ima
poremec¢aj BDNF signalizacije (Agrimi i sar., 2019). U miokardu, konstitutivna BDNF-TrkB
signalizacija ostvaruje jednu od istaknutih uloga tokom rasta i razvoja, ucestvuje u koordinaciji
kontrakcije i relaksacije u adultnom dobu i ispoljava protektivno dejstvo u prisustvu odredenih
proapoptotskih faktora (Donovan i sar., 2000; Feng i sar., 2015; Kermani i Hempstead, 2019).
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Agrimi i sar. (2019) su u pomenutoj studiji takode otkrili da psihosocijalni stres i gojaznost
uzrokuju slabljenje sréane funkcije i primetno smanjenje ejekcione frakcije.

Fibroblasti su Siroko zastupljene celije vezivnog tkiva, mezenhimalnog porekla, koje
stvaraju kolagen (kolagen tip I, 111 i VI) i eksprimiraju brojne faktore rasta i citokine. U srcu ¢ine
jednu od najbrojnijih populacija ¢elija. Ostvaruju odlucujuc¢i doprinos u ocuvanju strukturnih,
biohemijskih, mehanickih i elektricnih osobina miokarda (Camelliti i sar., 2005; Souders i sar.,
2009). U fizioloskim uslovima, u srcu odrasle jedinke, nagomilavanje kolagena u ekstracelularnom
matriksu je neznatno, medutim, izraZeni porast se javlja kod odredenih oboljenja, poput hipertrofije
miokarda, sréane insuficijencije i nakon infarkta miokarda. Vlakna kolagena, glavnog strukturnog
proteina intersticijuma, ispoljavaju nekoliko uloga: obezbeduju potporu sr¢anim misi¢nim ¢elijama
1 krvnim sudovima, koordiniSu prenos snage tokom kontrakcije, koju generiSu kardiomiociti, opiru
se deformaciji miokarda, uCestvuju u oCuvanju oblika i sprecavaju nastanak aneurizme i rupture
ventrikula (Weber, 1989). Pojedini autori smatraju da se porast proliferativne aktivnost fibroznog
tkiva, moze klasifikovati u dve kategorije: reparativnu fibrozu, koja se javlja u razli¢itim, udaljenim
zonama miokarda i reaktivnu fibrozu, koja se inicijalno odvija u blizini kapilara, a potom zahvata i
druge delove miokarda (Weber, 1989). Istrazivanja nedvosmisleno pokazuju da porast stepena
proliferacije fibroblasta, kao i koli¢ine proteina ektracelularnog matriksa u srcu, parametara
indikativnih za prisustvo fibroze, znacajno povecava rigiditet miokarda — jednu od glavnih
patofizioloskih osobina sr¢ane disfunkcije (Camelliti i sar., 2005).

Eksperimentalna i epidemioloSka istrazivanja dovode u vezu hipertenziju i ishemijsku bolest
srca i nizak unos magnezijuma putem ishrane (Finckenberg i sar., 2005). Medutim, nalazi
randomizovanih klini¢kih studija nisu konzistentni i ne postoje jasni dokazi o terapijskoj koristi
suplementacije magnezijumom u cilju prevencije kardiovaskularnih oboljenja.

Izvestaji upucuju da incidenca hipomagnezemije u opstoj populaciji varira u opsegu od 2,5
do 15%, dok kod hospitalizovanih pacijenata u jedinicama intenzivne nege doseze 65% (Ayuk i
Gittoes, 2014). Kada su u pitanju kardiovaskularne manifestacije hipomagnezemije, pokazano je da
je deficit intracelularnog Mg pracen padom koncentracije intracelularnog K, $to za posledicu ima
poremecaj membranskog potencijala kardiomiocita u mirovanju, kao i faze repolarizacije. Na
elektrokardiogramu kod ovih pacijenata mogu se uociti zaravnjeni T talas, produzeni QT interval i
prosiren QRS kompleks. Hipomagnezemija se dovodi u vezu sa atrijalnim i ventrikularnim
aritmijama, iako patoloSki mehanizmi do danas nisu u potpunosti objasnjeni i nije poznato da li se
aritmije javljaju i kod osoba bez kardijalnog oboljenja (Ayuk i Gittoes, 2014; Kolte i sar., 2014).

Interesantno je pomenuti da su Touyz i sar. (2002) pokazali da hroni¢na deficijencija
magnezijuma dovodi do pogorSanja hipertenzije, uzrokuje endotelnu disfunkciju 1 vaskularno
remodelovanje kod spontano hipertenzivnih pacova genetski podloznih mozdanom udaru.
Pretpostavka je da patoloSki supstrat u osnovi opisanih promena ukljucuje oksidativni stres i
ushodnu regulaciju redoks-senzitivnih mitogenom aktiviranih protein (eng. mitogen-activated
protein, MAP) kinaza (Touyz i sar., 2002). Takode, u jednoj studiji je zabelezeno da se niska
koncentracija Mg u ekstracelularnoj teCnosti dovodi u vezu sa lipidnom peroksidacijom 1
aktivacijom transkripcionog faktora NF-kB u glatkim miSi¢nim c¢elijama vaskularnih zidova
cerebralne cirkulacije (Altura i sar., 2003).

U primenjenom modelu depresivnog ponaSanja, rezistentnog na terapiju triciklicnim
antidepresivima, pokazali smo po prvi put efikasnost suplementacije magnezijumom u prevenciji
razvoja intersticijalne fibroze miokarda indukovane ACTH tretmanom kod muzjaka Wistar pacova.
Hroni¢na peroralna primena magnezijuma je kod eksperimentalnih Zivotinja ispoljila efekat na

98



fibroproliferativne promene u srcu, koji se ogleda u Cinjenici da je Mg inhibirao proliferaciju
fibroblasta i deponovanje endomizijalnog kolagena u miokardu. Molekularni mehanizmi u osnovi
patofizioloskih efekata ACTH i kardiprotektivnog dejstva Mg su kompleksni, nisu u potpunosti
rasvetljeni i bi¢e predmet buducih istrazivanja. Medutim, u skladu sa ranije navedenom hipotezom,
mozemo pretpostaviti da kardioprotektivni efekat Mg bar delom nastaje zahvaljuju¢i modulaciji
aktivnosti NMDA receptora u hipotalamusu, supresiji hiperaktivnosti HPA osovine i normalizaciji
nivoa cirkuliSuéeg kortikosterona.

Rezultati naSe studije su konzistentni sa nalazima ispitivanja u kojima je, primenom
razlicitih eksperimentalnih modela, pokazano da deficijencija Mg moze dovesti do razvoja
kardiomiopatije koju odlikuje prisustvo fokalne nekroze i fibroze miokarda (Bloom, 1988; Kumar i
sar., 1997; Kumar i Shivakumar, 1997; Kumaran i Shivakumar, 2001). Primec¢eno je da se kao
rezultat deficijencije magnezijuma u organizmu javlja porast sinteze i deponovanja kolagana u
miokardu eksperimentalnih Zivotinja, kao jedan od parametara reparativne fibroze. Postoje indicije
koje upucuju da porast nivoa oksidativnog stresa doprinosi razvoju opisanih fibroproliferativnih
promena u srcu. U prilog tome govori ¢injenica da je u miokardu ovih Zivotinja zabeleZen visok
nivo lipidne peroksidacije, smanjena koncentracija redukovanog glutationa i snizena aktivnost
superoksid dismutaze i katalaze (Kumar i sar., 1997; Kumar i Shivakumar, 1997). Dodatno, u
modelu deficijencije magnezijuma, kod eksperimentalnih Zivotinja je zapaZen porast nivoa
cirkulisué¢ih proinflamatornih citokina, poput TNF-a (Kumar i Shivakumar, 1997). Kada je re¢ o
korelaciji izmedu fibroproliferativnih promena u miokardu i nivou proinflamatornih citokina,
interesantno je da je u nasoj studiji, u modelu depresivnhog ponaSanja, Mg suplementacija
suprimirala razvoj intersticijalne fibroze miokarda i istovremeno indukovala smanjenje
koncentracije cirkuliSsu¢eg IL-6. Nasi nalazi su takode u skladu sa rezultatima ispitivanja koje su
sproveli Finckenberg i sar. (2005) koriste¢i transgene pacove, nosioce humanih gena za renin i
angiotenzinogen. U ovoj studiji, tronedeljna suplementacija magnezijumom je redukovala krvni
pritisak, suprimirala nastanak oSteCenja miokarda indukovanog angiotenzinom Il i ublazila
hipertrofiju miokarda kod Zivotinja. Arterije miokarda je kod transgenih zivotinja karakterisalo
prisustvo perivaskularne inflamacije, fibroze i u izvesnim sluc¢ajevima fibrinoidne nekroze zida
krvnih sudova, dok je primena magnezijuma delom suprimirala nastanak ovih patoloskih promena
(Finckenberg i sar., 2005). Naime, suplementacija magnezijumom je inhibirala primetan porast
ekspresije faktora rasta vezivnog tkiva (eng. connective tissue growth factor, CTGF) u srcu. CTGF
je profibrogeni medijator i promotor deponovanja kolagena i pokazano je da se njegova ekspresija
prekomerno povecava kod razli¢itih patologija, poput ateroskleroze, infarkta miokarda i renalne
fibroze (Finckenberg i sar., 2005). Prilikom interpretacije nasih nalaza, neophodno je pomenuti i
rezultate istrazivanja u kojima je ispitivan potencijalni protektivni efekat Mg na razvoj
kardiomiopatije indukovane primenom antiretrovirusnih lekova (Mak i sar., 2009; 2013). Nakon pet
nedelja suplementacije (0,6% MgO/kg hrane), magnezijum je ispoljio supresivno dejstvo na razvoj
fibroze miokarda indukovane primenom inhibitora proteaze- ritonavira kod muzjaka pacova (Mak i
sar., 2013). Primeéeno je da kod Zzivotinja izloZenih tretmanu ritonavirom, Mg smanjuje
deponovanje kolagena i stepen infiltracije leukocita u sréanom tkivu. Dodatno, Mg suplementacija
je ublazila sistolnu 1 dijastolnu disfunkciju miokarda 1 inhibirala nastanak hiperlipidemije,
patoloskih promena indukovanih primenom ritonavira kod pacova (Mak i sar., 2013). U drugoj
studiji, u kojoj su praceni kardiovaskularni efekti hroni¢ne aplikacije zidovudina, nukleozidnog
inhibitora reverzne transkriptaze, pokazano je da tretman magnezijumom (0,6% MgO/kg hrane)
inhibira endogenu aktivaciju cirkuliSu¢ih polimorfonukleara, smanjuje stvaranje superoksidnog
anjona i stepen infiltracije miokarda leukocitima (Mak i sar., 2009).

Fibroza miokarda predstavlja jedan od glavnih patoloskih procesa koji heminovno dovode
do progresivnog slabljenja sistolne i dijastolne funkcije komora. U svetu trenutno postoji mali broj
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terapijskih opcija sa ograni¢enom efikasnos¢u, usmerenih ka prevenciji i/ili leCenju fibroze. Smatra
se da je prekomerni porast koncentracije Ca u kardiomiocitima jedan od glavnih patoloskih
supstrata u osnovi osteCenja miokarda. Supresija aktivnosti HPA osovine, indukovana primenom
magnezijuma kod eksperimentalnih Zivotinja, za posledicu ima smanjenu signalizaciju posredstvom
glukokortikoidnih i mineralokortikoidnih receptora u srcu, ostvarujuéi kardioprotektivni efekat.
Pored toga, na osnovu literaturnih podataka i brojnih studija u kojima su opisani molekulski
mehanizmi preko kojih Mg deluje kao antagonista Ca, mozemo pretpostaviti da kardioprotektivnom
efektu Mg i prevenciji razvoja i progresije fibroze, doprinosi i inhibicija influksa Ca i odrzavanje
odgovarajuceg nivoa Ca u kardiomiocitima (Ferrari i sar., 1986; DiNicolantonio i sar., 2018; Liu i
sar., 2019). Naime, ova ideja je u skladu sa zapazanjima koja su izneli Ferrari i sar. (1986), da Mg
perfuzija, neposredno nakon ishemije miokarda kod zeCeva, spreCava prekomerno povecanje
koncentracije Ca u mitohondrijama i omoguéava nesmetano stvaranje energije u ¢eliji. U nasem
eksperimentalnom modelu nije odredivana koncentracija Mg, kao ni Ca, Na i K u kardiomiocitima.
Medutim, na osnovu izveStaja ranijih studija, moze se postaviti hipoteza da je u nasem modelu
hiperaktivnosti HPA osovine, pracene razvojem depresivnog fenotipa, Mg tretman uzrokovao
smanjenje intracelularnog nivoa Ca i Na u kardiomiocitima, Stite¢i istovremeno ¢elije od gubitka K.
Homeostaza Mg je od presudnog znacaja za aktivnost Na+/K+-ATPaze i odrzavanje potencijala
membrane. Takode, Mg kao fizioloSki antagonista Ca, ostvaruje svoj protektivni efekat na srce,
zahvaljujuéi blokadi voltazno zavisnih Ca kanala L-tipa, inhibiciji Na*/Ca** pumpe, supresiji
oslobadanja Ca iz sarkoplazmatskog retikuluma i inhibiciji vezivanja Ca za troponin C (Matsusaka i
sar., 2002). Buduca istrazivanja fokusirana ka otkri¢u novih, adjuvantnih terapija, ukljucujuéi i
ispitivanje efikasnosti primene Mg suplementacije, bi za cilj imala smanjenje rizika od razvoja
srcane insuficijencije i povecanje stope prezivljavanja pacijenata sa kardiovaskularnim oboljenjima.

5.8. Hroni¢na primena magnezijuma inhibira vaskularno
remodelovanje u malim krvnim sudovima srca indukovano
adrenokortikotropnim hormonom kod muzjaka pacova

Pre vise od pola veka, prvi put je zapazeno, kasnije i potvrdeno, da se tokom
eksperimentalne, kao i terapijske primene ACTH javlja hemodinamski stres i da se kao jedan od
kardiovaskularnih neZeljenih efekata neretko razvija hipertenzija (Wen i sar., 1998; Whitworth i
sar., 2001; Lorenz i sar., 2008). Prema literaturnim podacima, kortizol indukuje porast krvnog
pritiska i smatra se odgovornim za vecinu metabolickih efekata ACTH. U prilog tome govori i
Cinjenica da visok nivo glukokortikoida korelira sa razvojem hipertenzije kod osoba koje pate od
Kusingovog sindroma (Whitworth i sar., 2001). Sa druge strane, klinicki i eksperimentalni nalazi
ukazuju da magnezijum ima ulogu u ocuvanju integriteta i funkcije endotelnih celija. Naime,
magnezijum ispoljava vazodilatatorno dejstvo, smanjuje vaskularni otpor i pospesuje protok krvi u
sistemskoj, prevashodno koronarnoj, cerebralnoj i renalnoj cirkulaciji. Smatra se da i ekstracelularni
i intracelularni slobodni joni magnezijuma modulisu tonus vaskularnih glatkih misiénih celija
(Kolte i sar., 2014). Shodno tome, u nasem istrazivanju su praceni efekti hroni¢ne primene ACTH i
Mg suplementacije na proliferativnu aktivnost endotelnih ¢elija mikrocirkulacije u srcu, kao i uticaj
navedenih tretmana na ekspresiju antiapoptotskog proteina Bcl-2 u endotelu, kod muzjaka Wistar
pacova. Pokazano je da ACTH indukuje proliferaciju vaskularnih endotelnih ¢elija u srcu i stimuliSe
ekspresiju Bcl-2 u ovim ¢elijama, dok magnezijum suprimira opisane efekte kod eksperimentalnih
Zivotinja.

Interesantno je da se endotelna disfunkcija u literaturi pominje kao jedan od patoloskih
supstrata koji povezuju stres i kardiovaskularna oboljenja (Steptoe i Kivimaki, 2013). Endotelne
¢elije imaju jednu od kljuénih uloga u regulaciji vaskularnog tonusa i protoka krvi, ali i u kontroli
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permeabilnosti krvnih sudova i supresiji mehanizama ukljucenih u trombogenezu. Decenijama
unazad je prihvaéeno da endotelna disfunkcija predstavlja jedan od centralnih dogadaja u
patogenezi ateroskleroze, tromboze, hipertenzije i dijabetesa (Kolte i sar., 2014). U relativno
novijim istrazivanjima je pokazano da izlozenost psihosocijalnom stresu moze dovesti do razvoja
endotelne disfunkcije. Naime, prilikom odgovora organizma na stres javlja se aktivacija adaptivnih
mehanizama — neuroendokrine HPA ose i simpatikusnog nervnog sistema (Coco i de Oliveira,
2015). Poremecaj funkcije HPA ose, prevashodno hiperaktivnost HPA sistema, dovodi se u vezu sa
kardiovaskularnim oboljenjima na ranije opisan nacin. Pored toga, aktivacija simpatikusa uzrokuje
porast vaskularnog otpora, poveéanje potrosnje kiseonika u miokardu, aktivaciju trombocita, kao i
sistema renin-angiotenzin-aldosteron. U uslovima hroni¢ne prekomerne aktivnosti ovog dela
vegetativnog nervnog sistema, opisane patoloske promene u velikoj meri doprinose endotelnoj
disfunkciji, Sto za ishod ima razvoj kardiovaskularnog oboljenja (Inoue, 2014; Cdco i de Oliveira,
2015).

U animalnim modelima, tokom ispitivanja uticaja stresa na vaskularnu funkciju, uoceno je
da se nakon izlaganja stresu, menja vaskularna reaktivnost na angiotenzin Il kod glodara. Dodatno,
u modelu depresivnog ponasanja, indukovanog socijalnom izolacijom, zabelezena je smanjena
osetljivost izolovanih arterija na endotel-zavisni vazodilatatorni efekat acetilholina (Peuler i sar.,
2012). Takode, kod pacijenata koji boluju od stabilne angine pektoris, primeceno je da prisustvo i
tezina simptoma depresije znacajno koreliraju sa endotelnom disfunkcijom (Chen i sar., 2013; Cdco
i de Oliveira, 2015). Pretpostavlja se da stres uzrokuje endotelnu disfunkciju zahvaljujuéi
kompleksnom mehanizmu koji ukljucuje razli¢ite molekulske medijatore: glukokortikoide,
kateholamine, angiotenzin II i proinflamatorne citokine (Coco i de Oliveira, 2015).

Literaturni podaci ukazuju da hipertenziju indukovanu dugotrajnom primenom ACTH,
odlikuju porast renalnog vaskularnog otpora i disfunkcija NO sistema (Whitworth i sar., 2001). U
nasoj studiji, u cilju dalje karakterizacije efekata ACTH na hemodinamski profil, kao jednog od
glavnih molekulskih efektora neuroendokrinog HPA stres sistema, pracen je uticaj na vaskularni
endotel miokarda, ispitivanjem promena u ekspresiji Bcl-2 i Ki-67 kod muzjaka Wistar pacova.
Rezultati su pokazali znacajno povecanje broja endotelnih Celija koje eksprimiraju Bcl-2 u malim
krvnim sudovima srca i izrazeni porast proliferativne aktivnosti endotelnih ¢éelija.

Otkrice Bcl-2 se vezuje za 1988. godinu i B-¢elijski limfom, po kom je i dobio naziv (Reed,
2008). Bcl-2 je jedan od glavnih regulatora apoptoze, ¢lan familije antiapoptotskih proteina,
molekula poznatih po svojoj ulozi u oCuvanju integriteta spoljasnje membrane mitohondrija (Wang
i sar., 2017). U in vitro ispitivanjima je dokazano da Bcl-2 inhibira apoptozu indukovanu
zraCenjem, hipertermijom i razli¢itim klasama hemoterapeutika. Primeceno je da je inhibitorni
efekat proporcionalan nivou ekspresije Bcl-2 (Chen i sar., 2002; Wang i sar., 2017). Takode, u
terminalnoj fazi sr€ane insuficijencije, ali i kod osoba koje pate od dilatativne kardiomiopatije,
uocen je primetan porast ekspresije Bcl-2 u apeksu srca, levoj i desnoj komori (Latif i sar., 2000;
Wang i sar., 2017). U naSoj studiji porast ekspresije Bcl-2 u endotelnim ¢elijama mikrovaskulature
srca upucuje na poviSen hemodinamski stres kom su izloZzeni krvni sudovi eksperimentalnih
zivotinja tokom ACTH tretmana. Takode, mozemo pretpostaviti da istovremeni porast ekspresije
Bcl-2 i Ki-67 u ovim ¢elijama ukazuju na oStecenje miokarda, kao i kompenzatorni mehanizam koji
se razvija i ukljucuje proces angiogeneze. Interesantno je da modulacija ekspresije Bcl-2 ostvaruje
jednu od klju¢nih uloga u procesu angiogeneze. Bcl-2 deluje kao pro-angiogeni faktor, indukcijom
ekspresije vaskularnog endotelnog faktora rasta (eng. vascular endothelial growth factor, VEGF) i
hipoksijom-indukovanog faktora 1 (eng. hypoxia-inducible factor 1, HIF-1), nezavisno od njegove
uloge u inhibiciji apoptoze (Zaitoun i sar., 2015). Anti-angiogeni faktori suprimiraju proces
angiogeneze nishodnom regulacijom ekspresije Bcl-2. U istrazivanjima je dokazano da ¢lanovi
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familije Bcl-2 proteinskih regulatora apoptoze imaju tkivno specificnu ulogu u razvoju i
remodelovanju vaskularnog endotela, kao i neovaskularizaciji u razli¢itim organima, ukljucujuci
bubrege, pluca i retinu (Wang i sar., 2005; Grutzmacher i sar., 2010; Zaitoun i sar., 2015).

Proliferacija vaskularnih endotelnih ¢elija mikrocirkulacije u srcu se moze posmatrati u
svetlu potencijalne neovaskularizacije- fenomena koji se vezuje za osteCenje miokarda i predstavlja
jedan od kljuénih dogadaja u procesu reparacije (Ubil i sar., 2014). Smatra se da bliska interakcija
koju ostvaruju fibroblasti i endotelne ¢elije ima regulatorno dejstvo tokom zarastanja i stvaranja
oziljnog tkiva, nakon o$te¢enja miokarda. U ranijim istraZivanjima je otkriveno da nakon infarkta
miokarda, tokom remodelovanja tkiva, fibroblasti proliferiSu i eksprimiraju proangiogene faktore,
ukljucuju¢i VEGF i faktor rasta fibroblasta (eng. fibroblast growth factor, FGF), i na taj nacin
stimuli$u proliferaciju vaskularnih endotelnih ¢elija (Chintalgattu i sar., 2003; Souders i sar., 2009;
Ubil i sar., 2014). U srcu, angiogeneza se najceSce vezuje za reparaciju i formiranje oziljnog tkiva,
koji nastupaju nakon infarkta miokarda. Angiogeni odgovor otpoCinje u grani¢nim zonama
infarktnog podruc¢ja i potom se $iri ka nekrotiénom podru¢ju (Wu i sar., 2021). Odgovarajuca
koordinacija angiogenog odgovora se dovodi u vezu sa povoljnim ishodom u animalnim modelima
akutnog infarkta miokarda i u prilog tome govore manji oziljci, smanjen stepen remodelovanja i do
izvesne mere o¢uvana kontraktilnost sr¢anog misi¢a (Rafii i sar., 2016). Do danas, nije u potpunosti
razjaSnjeno na koji nacin, nakon oSteCenja miokarda, angiogeneza pospeSuje reparaciju tkiva.
Formiranje guste kapilarne mreze, koje nastupa neposredno nakon infarkta miokarda obezbeduje
put za inflamatorne ¢elije, olakSava razmenu gasova, difuziju nutrijenata, kao i uklanjanje Stetnih
produkata, $to zadovoljava visoke metabolicke potrebe na mestu inflamacije i poboljSava
prezivljavanje kardiomiocita (Farbehi i sar., 2019; Wu i sar., 2021). Poznato je da je hipoksija
snazan angiogeni stimulus tokom perioda razvoja, ali i u razli¢itim patoloskim stanjima (Fraisl i
sar., 2009; Wu i sar., 2021). Primeceno je da nakon infarkta miokarda, hipoksiéni uslovi kod miseva
stimuli$u proliferaciju endotelnih ¢éelija i neovaskularizaciju u infarktnom podruc¢ju (Nakada i sar.,
2017). U nasoj studiji, u modelu depresivnog ponasanja, po prvi put je ispitivan uticaj ACTH na
remodelovanje vaskularnog endotela u srcu. Proces angiogeneze treba da ostvari protektivni efekat,
ali u naSem istrazivanju takode ukazuje na patoloske promene i1 oSte¢enje miokarda, uzrokovanih
aplikacijom ACTH. Priroda kompleksnih interakcija izmedu fibroblasta i endotelnih ¢éelija u srcu,
kao 1 klinicke implikacije opisanog fenomena angiogeneze prilikom izlaganja jednom od glavnih
hormona stresa, zahtevaju dalja istrazivanja.

Odavno je poznato da sistemska primena magnezijuma kod sisara indukuje dozno-zavisno
smanjenje arterijskog krvnog pritiska (Yang i sar., 2000). Hemodinamski efekti nastaju kao
posledica relaksacije vaskularnih glatkih misi¢a, uzrokovane direktnim i indirektnim dejstvom jona
Mg. Naime, pokazano je da Mg ispoljava vazodilatatorna svojstva i da smanjuje vaskularni tonus
inhibicijom influksa jona Ca u citoplazmu, kao i stimulacijom transporta jona Ca u intracelularne
depoe posredstvom kalcijumove pumpe (Saris i sar., 2000; Touyz, 2003; Finckenberg i sar., 2005).
U ranijim istrazivanjima je takode primeceno da Mg pospeSuje stvaranje endotel-zavisnih
vazodilatatornih molekula, poput prostaciklina (Watson i sar., 1986) i NO (Yang i sar., 2000). Kada
je u pitanju modulacija aktivnosti endogenih vazodilatatora, pre vise od tri decenije je otkriveno da
relaksacija vaskularnih glatkih misi¢a indukovana acetilholinom pokazuje primetnu zavisnost od
ekstracelularne koncentracije Mg. Porast koncentracije Mg u ekstracelularnoj te¢nosti iznad
fizioloskog nivoa inhibira spontanu mehanicku aktivnost i smanjuje bazalni tonus krvnih sudova,
dok pad koncentracije Mg ispod 0,6 mM za rezultat suprotne efekte - dovodi do povecanja tonusa i
kontraktilnosti vaskularnih misi¢nih ¢elija (Yang i sar., 2000). Mozemo pretpostaviti da opisani
mehanizmi, doprinose protektivnom dejstvu  magnezijuma na mikrovaskulaturu srca,
suprotstavljajuci se negativnim hemodinamskim efektima i vaskularnom remodelovanju, promena
uzrokovanih primenom ACTH kod muzjaka pacova.
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Nedavno je sprovedena meta-analiza randomizovanih, kontrolisanih studija u kojima su
ispitivani efekti oralne suplementacije magnezijumom na vaskularnu funkciju (Marques i sar.,
2020). Meta-analiza je obuhvatila pet randomizovanih, kontrolisanih studija i ukupno 202 ucesnika.
Dobijeni rezultati su pokazali da je primena magnezijuma dovela do znacajnog poboljSanja
vaskularne funkcije samo kada je Mg suplementacija trajala najmanje 6 meseci i u studijama koje
su obuhvatile subpopulacije pacijenata koji boluju od hipertenzije, ishemijske bolesti srca i/ili
bubrezne isnuficijencije, osobe sa BMI > 25 kg/m? (indeks telesne mase; eng. Body Mass Index) ili
osobe starije od 50 godina. Nalazi meta-analize upucuju da u drugim populacijama Mg
suplementacija nije ostvarila znac¢ajan efekat na endotelnu funkciju i elasti¢nost arterija (Marques i
sar., 2020).

Interesantno je da su in vitro istrazivanja pokazala da veoma niske koncentracije
ekstracelularnog Mg inhibiraju proliferaciju 1 migraciju endotelnih celija, dok izrazeni porast
koncentracije Mg (>0,8 mM) u kulturi deluje stimulatorno (Banai i sar., 1990). Medutim,
neophodno je imati na umu kompleksne interakcije izmedu Mg i aktivnosti neuroendokrinog HPA
sistema koje postoje u zZivom organizmu, prisustvo brojnih pro-angiogenih i anti-angiogenih
faktora, kao i prirodu odnosa izmedu fibroblasta i vaskularnih endotelnih ¢elija u srcu i fizioloske
posledice porasta njihove proliferativne aktivnosti. Dobijeni rezultati i literaturni podaci ukazuju da
je potrebno sprovesti dalja randomizovana, kontrolisana ispitivanja u cilju identifikacije
subpopulacija pacijenata, ukljucujuci i studije koje obuhvataju osobe koje boluju od depresije, u
svrhu odredivanja potencijalnog povoljnog ucinka ovog bioelementa na hemodinamski profil
pacijenta.

5.9. Efekti hroni¢ne primene magnezijuma i adrenokortikotropnog
hormona na proliferativhu aktivnost i dijametar kardiomiocita u
modelu depresivnog ponaSanja

Nakon postavljanja dijagnoze srcane slabosti, polovina pacijenata umire u periodu od 5
godina, dok oko 40% bolesnika umre u prvoj godini (Azevedo i sar., 2016). Patoloske promene koje
se javljaju nakon oStecenja miokarda, najceS¢e nakon infarkta, obuhvataju progresivni gubitak
kardiomiocita usled apoptoze i1 nekroze, porast proliferativne aktivnosti fibroblasta 1 povecano
deponovanje kolagena u srcu, promene u transportu i intracelularnoj koncentraciji Ca i porast
oksidativnog stresa. Opisane promene uzrokuju promene u arhitekturi srca i smanjenje
kontraktilnosti miokarda i neminovno dovode do razvoja sréane insuficijencije. U velikom broju
eksperimentalnih istrazivanja na Zivotinjama i klini¢kih ispitivanja dokazano je da stres ima ulogu u
razvoju i progresiji bolesti srca i krvnih sudova, i to prevashodno kod osoba koje su u detinjstvu
bile izlozene psihi¢kom i/ili fizickom zlostavljanju, kao i kod pacijenata kod kojih su prisutni drugi,
nezavisni kardiovaskularni faktori rizika (Azevedo i sar., 2016; Kiviméki i Steptoe, 2018; lob i
Steptoe, 2019). Uprkos tome, u na$oj studiji je po prvi put ispitivan uticaj dugotrajnog tretmana
adrenokortikotropnim hormonom, jednim od glavnih medijatora stresa, na morfologiju srca kod
muzjaka Wistar pacova. Pored opisanog porasta proliferacije fibroblasta, pove¢anog deponovanja
endomizijalnog kolagena i vaskularnog remodelovanja, uocen je porast proliferativne aktivnosti
kardiomiocita nakon izlaganja eksperimentalnih Zivotinja hroni¢noj aplikaciji ACTH. Prilikom
ispitivanja kardioprotektivnih efekata Mg u implementiranom modelu depresivnog ponasanja
indukovanog ACTH tretmanom, pokazano je da Mg suplementacija dovodi do izrazenog porasta
proliferacije kardiomiocita. Pored toga, zapazeno je da kod eksperimentalnih zivotinja i ACTH i
Mg uzrokuju smanjenje dijametra kardiomiocita.
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Jedno od najvaznijih pitanja u medicini je kako povecati regenerativnu sposobnost sr¢anog
misi¢a nakon oS$teenja tkiva, prevashodno nakon infarkta miokarda. Nakon akutnog infarkta
miokarda, veliki broj kardiomiocita umire usled neadekvatne perfuzije. Miokard odlikuje veoma
ogranicen regenerativni kapacitet, Sto vodi ka razvoju fibroze - zamene misi¢nog tkiva oziljnim
tkivom i1 nepovratnog slabljenja funkcije sréanog misica (He i Zhou, 2017). Decenijama je bila
prihvacdena hipoteza da je odraslo srce postmitotski organ i da kardiomiociti kao terminalno
diferencirane ¢elije nemaju sposobnost proliferacije. Medutim, jednu od potencijalnih prekretnica u
kardiovaskularnoj fiziologiji predstavlja istrazivanje koje su sproveli Kajstura i sar. (1998), koje je
obuhvatilo pacijente u terminalnoj fazi sr¢ane insuficijencije, i otkri¢e da se u odraslom humanom
srcu moze javiti proliferacija kardiomiocita. Beltrami i sar. (2001) su potom objavili svoje nalaze,
potvrdujuéi ovo revolucionarno otkri¢e, i navode¢i da u humanom miokardu odraslih osoba, u
infarktnom podruc¢ju 4% sréanih miSi¢nh celija eksprimira molekul Ki-67 u svom jedru, dok u
udaljenoj zoni ovaj protein eksprimira 1% kardiomiocita. Opisani rezultati nedvosmisleno ukazuju
na mitotsku deobu kradiomiocita u odraslom humanom srcu. Bergmann i sar. (2009) su kasnije
implementirali model, zasnovan na integraciji **C u DNK materijal, predvidajuéi da se kod osoba
starosti 20 godina na godi$njem nivou obnavlja 1% kardiomiocita, dok kod osoba starih 75 godina
taj procenat iznosi svega 0,3%. Neminovno, prirodni regenerativni kapacitet humanog miokarda u
adultnom dobu je veoma mali, nedovoljan da spreéi progresivni gubitak funkcije nakon oStecenja
sr¢anog misi¢nog tkiva i stoga nema klini¢ki znacaj. Medutim, dalja ispitivanja potencijalnih
terapija usmerenih ka stimulaciji endogenih regenerativnih procesa u srcu, i pored za sada
neizvesnih klini¢kih implikacija, pruzaju nadu za povecanje prezivljavanja i poboljSanje kvaliteta
zivota kardiovaskularnih pacijenata, pre svega osoba sa dijagnozom sréane insuficijencije.

Danas postoje dve paradigme koje objasnjavaju poreklo novonastalih kardiomiocita u
odraslom srcu: jedna koja glasi da vode poreklo od kardija¢nih stem celija, koje se aktiviraju posle
oSte¢enja tkiva, i druga, prema kojoj se formiraju zahvaljujuéi reaktivaciji i deobi postojecih
kardiomiocita (He i Zhou, 2017; Hashmi i Ahmad, 2019). Takode, namece se pitanje kako
obezbediti elektricnu i mehani¢ku sinhronizaciju aktivnosti novoformiranih kardiomiocita sa
okolnim strukturama, pre svega misi¢nim i nodalnim ¢elijama u srcu?

Tokom poslednje dve decenije, studije na Zivotinjama potvrduju hipotezu i pruzaju nove
dokaze o proliferaciji kardiomiocita u srcu odraslih jedinki sisara, nakon infarkta miokarda.
Tumacenje nalaza i izvodenje nedvosmislenog zaklju¢ka znacajno oteZava cinjenica da se nivo
ekspresije markera proliferacije i procenat novonastalih kardiomiocita, u velikoj meri razlikuju
izmedu laboratorija i da na njih primetno utie starost zivotinje, metoda pracenja ulaska u cCelijski
ciklus, anatomska lokalizacija celija i vreme koje protekne od oStecenja miokarda do analize
(Soonpaa i sar., 2013). Interesantno je na primer, da su Soonpaa i Field (1997) u ispitivanju na
odraslim miSevima, prilikom pracenja sinteze DNK kori§¢enjem obeleZenog timidina, zabelezili da
se na godiSnjem nivou obnavlja 1,095% kardiomiocita, $to je priblizno vrednostima dobijenim na
humanim uzorcima. Senyo i sar. (2013) su pokazali da u srcu mladih, odraslih jedinki miSeva u
normalnim, homeostatskim uslovima, deobom miSi¢nih Celija nastaje oko 0,76% novih
kardiomiocita godi$nje. Takode, u pomenutoj studiji je primeéeno da se ovaj procenat smanjuje
starenjem, dok se nakon infarkta miokarda, u grani¢noj zoni, ova vrednost ¢etvorostruko povecava
(Senyo i sar., 2013).

U nasSem istrazivanju je prvi put pokazano da i ACTH i Mg ostvaruju stimulatorni efekat na
proliferaciju kardiomiocita kod odraslih muzjaka pacova Wistar soja. Naime, imunohistohemijskom
metodom detekcije je otkriveno da dugotrajna primena ACTH, ali i Mg suplementacija kod zdravih
zivotinja, kao i u modelu depresivnog ponasanja, indukuju primetan porast nivoa ekspresije Ki-67 u
sr¢anim misiénim ¢elijama. Molekul Ki-67 je od centralnog znacaja za celijsku proliferaciju i
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eksprimiran je u proliferiSu¢im celijama tokom aktivnog ¢éelijskog ciklusa, ali ne i tokom GO faze
mirovanja (Li i sar., 2013). Medutim, neophodno je imati na umu da pojedini kardiomiociti nakon
reaktivacije 1 ulaska u Celijski ciklus, eksprimiraju Ki-67, ali ne podlezu ¢elijskoj deobi, veé
endoreplikaciji. Proces endoreplikacije za rezultat ima poliploidizaciju i hipertrofiju sr¢ane misi¢ne
¢elije (Meckert i sar., 2005; Li i sar., 2013).

Poliploidizacija je proces koji podrazumeva formiranje jednog ili vise dodatnih, kompletnih
setova hromozoma. Primeéeno je da se kod sisara poliploidizacija javlja u odredenim tipovima
¢elija tokom perioda razvoja, starenja, ali i kao odgovor ¢elije na stres i prilikom regeneracije tkiva.
Smatra se da pored povecanja volumena celije, poloploidizacija doprinosi genetiCkom diverzitetu i
moze se posmatrati kao adaptivni mehanizam koji se razvija u uslovima hroni¢nog delovanja
stresora 1/ili oSteCenja tkiva (Pandit i1 sar., 2013). U srcu odraslih jedinki sisara, reaktivacija
kardiomiocita i ulazak u ¢elijski ciklus ne dovode uvek do citokineze, ve¢ zahvaljujuci odredenim,
jos uvek nedovoljno poznatim mehanizmima, za ishod imaju poliploidizaciju u jednom jedru
(duplikacija DNK molekula u odsustvu deobe jedra) ili multinukleaciju (kariokineza — deoba jedra
se odvija, ali izostaje citokineza) (Derks i Bergmann, 2020). U skladu s tim, postoji pretpostavka da
je u nasem istrazivanju, u modelu depresivnog ponasSanja, prilikom hroni¢nog izlaganja ACTH
tretmanu, odredeni broj Ki-67 imunopozitivnih kardiomiocita podlegao poliploidizaciji. Medutim, u
populaciji sréanih misi¢nih celija koje eksprimiraju Ki-67, u ovom trenutku je nemoguce jasno
razgraniciti i sa sigurno$¢u utvrditi koji procenat ¢elija je podlegao proliferaciji, multinukleaciji ili
poliploidizaciji u jednom jedru.

Neophodno je ista¢i da su u istrazivanjima zastupljeni i drugi markeri proliferacije, poput 5-
bromo-2'-deoksiuridina (BrdU), 5-etinil-2'-deoksiuridina (EdU), fosfohistona 3, kao i da primena
razli¢itih markera ima znacaj u odredivanju faze ¢elijskog ciklusa (Salic i Mitchison, 2008; Mollova
i sar., 2013; Nakada i sar., 2017; Gabisonia i sar., 2019; Derks i Bergmann, 2020). Medutim, smatra
se da nijedan od navedenih markera proliferacije nema prednost u odnosu na Ki-67, kada je u
pitanju robustnost i prediktivna validnost metode. Interesatno je da na primer, ni kombinovanom
primenom markera Ki-67 i fosfohistona H3 ne moze sa sigurno$¢u da se utvrdi da li je sréana
misi¢na celija usla u proces multinukleacije ili proliferacije (Gabisonia i sar., 2019). Sa druge
strane, nakon izolacije miokarda, prilikom enzimske disocijacije tkiva u cilju odredivanja ukupnog
broja kardiomiocita, sam proces razgradnje tkiva moze Se odraziti na broj specificnih populacija
¢elija (Mollova i sar., 2013; Derks i Bergmann, 2020). Takode, nukleotidni analozi BrdU i EdU,
koji se inkorporiraju u DNK molekul tokom S faze, ometaju biohemijske reakcije u ¢éeliji i samim
tim 1 aktivnost tokom celijskog ciklusa (Nakada i sar., 2017). U literaturi se navodi i da je glavni
nedostatak primene BrdU kao parametra proliferacije, ¢injenica da se prilikom denaturacije koriste
koncentrovana hlorovodoni¢na kiselina ili smeSa metanola i siréetne kiseline i da se pod ovim
uslovima neizbezno javljaju varijacije u intenzitetu boje koja se razvija tokom detekcije (Salic i
Mitchison, 2008).

U naSem istrazivanju, prilikom ispitivanja proliferativne aktivnosti kardiomiocita, pored
molekula Ki-67, pracen je nivo ekspresije PCNA primenom imunohistohemijske metode detekcije.
Uoceno je da je ekspresija PCNA znacajno snizena kod ACTH/Mg zivotinja, dok je u ostalim
eksperimentalnim grupama ovaj parameter ostao relativno nepromenjen. Naime, PCNA je protein
koji ima neizostavnu ulogu u procesima replikacije i reparacije DNK, i neretko se u istrazivanjima
koristi kao marker ¢elijske proliferacije. Primeceno je da molekul PCNA pokazuje visok nivo
ekspresije u fetalnom i neonatalnom sréanom misi¢énom tkivu (Marino i sar., 1996; Dispersyn i sar.,
1999). Sa druge strane, primera radi, u animalnom modelu koji se zasniva na indukciji hroni¢ne
atrijalne fibrilacije, primenom imunohistohemijske metode nije detektovana ekspresija PCNA u
kardiomiocitima odraslih jedinki sisara (Dispersyn i sar., 1999). Po izvesnim autorima, PCNA se
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retko imunohistohemijski detektuje u srcu zdravih odraslih jedinki sisara (Dispersyn i sar., 1999).
Medutim, poznato je da DNK ostecenje 1 proces apoptoze dovode do ushodne regulacije PCNA u
¢eliji (Berges 1 sar., 1993; Savio i sar., 1998), $to potencijalno moze objasniti dobijene razlike u
nasoj studiji u nivou ekspresije Ki-67 i PCNA u kardiomiocitima, u sklopu iste eksperimentalne
grupe. Prema tome, namece se pretpostavka da smanjen nivo ekspresije PCNA u sréanim miSi¢nim
¢elijama Zzivotinja izloZenih kombinovanom ACTH i Mg tretmanu u naSoj studiji, reflektuje
smanjen stepen DNK ostecenja, a ne odsustvo proliferativne aktivnosti.

Danas se smatra da povecanje mase miokarda, tokom perioda rasta, nastaje kao rezultat
aktivacije dva Celijska mehanizma: proliferacije i uvecanja mase - hipertrofije sr¢anih misi¢nih
¢elija. U ispitivanju koje su sproveli Mollova i sar. (2103), nakon post mortem analize humanih
uzoraka miokarda, potvrdeno je da se proliferacija kardiomiocita javlja i u postnatalnom periodu.
Otkriveno je da nakon rodenja, kod zdravih osoba broj kardiomiocita raste do 20. godine zivota
(Mollova i sar., 2013). Za razliku od proliferacije koje se zavrSava kompletnom citokinezom,
povecanje mase miokarda izazvano hipertrofijom ne dovodi do reorganizacije sarkomera i
privremenog gubitka kontraktilne funkcije (Pandit i sar., 2013). Rezultati naseg istrazivanja ukazuju
da je hronic¢na aplikacija ACTH, kao i peroralna Mg suplementacija kod odraslih muzjaka pacova,
uzrokovala primetno smanjenje dijametra kardiomiocita. Interesantno je da, nasuprot o¢ekivanjima,
efekat magnezijuma na dati parametar je izrazeniji, dok je kombinovana primena ACTH i Mg za
posledicu imala normalizaciju prose¢nog dijametra kardiomiocita. Mozemo pretpostaviti da su
opisane razlike nastale zahvaljuju¢i razli¢itim fazama Cdelijskog ciklusa u kojima su bili
kardiomiociti u trenutku prikupljanja uzoraka. Drugo objasnjenje, koje ne iskljucuje prethodno
navedeno, podrazumeva da su razlike u transnuklearnom dijametru kardiomiocita posledica
ekscentri¢ne hipertrofije koja se javila kod muzjaka pacova hroni¢no izlozenih ACTH. Neophodno
je ista¢i da postoje koncentri¢na i ekscentri¢na hipertrofija miokarda. Prilikom razvoja ekscentri¢ne
hipertrofije, kontraktilni proteini koji izgraduju sarkomere se medusobno Serijski povezuju, §to
dovodi do izraZzenog povecéanja duzine ¢elije i neretko smanjenja dijametra (Kehat i sar., 2011). Sa
druge strane, koncentricnu hipertrofiju kardiomiocita karakteriSe paralelno povezivanje
kontraktilnih jedinica i povecanje dijametra sr¢anih miSi¢nih Celija. Smatra se da koncentri¢na 1
ekscentri¢na hipertrofija nastaju kao rezultat aktivacije specifi¢nih intracelularnih signalnih puteva,
koji do danas nisu u potpunosti razjasnjeni (Kehat i sar., 2011).

Interesantno je pomenuti da ekstracelularni matriks u srcu ostvaruje jednu od centralnih
uloga u regulaciji sazrevanja i celijskog ciklusa kardiomiocita (Bassat i sar., 2017; Dixon i sar.,
2019). Remodelovanje ekstracelularnog matriksa, koje je prisutno kod razli¢itih kardiovaskularnih
oboljenja, kontrolisu fibroblasti i nedavno je pokazano da prelazak fibroblasta iz neonatalnog u
adultni tip predstavlja jedan od klju¢nih procesa vezanih za regulaciju maturacije i reaktivacije
kardiomiocita (Wang i sar., 2020; Derks i sar., 2020). U naSem ispitivanju, u modelu depresivnog
ponaSanja indukovanog adrenokortikotropnim hormonom, pokazano je da izraZzeni porast
proliferacije fibroblasta i povecanje sadrzaja endomizijalnog kolagena u srcu, prati vaskularno
remodelovanje, ali 1 proliferacija kardiomiocita. Pored navedenog otkri¢a, pokazano je da Mg
suplementacija suprimira razvoj fibroze i inhibira vaskularno remodelovanje izazvano ACTH
tretmanom, i istovremeno Mg stimuliSe proliferaciju sr¢anih misiénih ¢elija kod zdravih i zivotinja
hroni¢no izlozenih ACTH. Fenotip i broj fibroblasta u srcu podlezu promenama, kako tokom
starenja, tako i kod razli¢itih oboljenja miokarda (Derks i sar., 2020). Shodno tome, dalja
istrazivanja i otkri¢e kompleksnih mehanizama i ¢elijskih medijatora koji posreduju u komunikaciji
fibroblasta i kardiomiocita su neophodni u cilju pronalaska optimalne strategije i poboljSanja
regenerativnog kapaciteta miokarda.
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5.10. Razvoj i implementacija 3D modela sferoida src¢anih miSi¢nih
¢elija i ispitivanje in vitro efekata ACTH na humane kardiomiocite

Remodelovanje srca i/ili hipertrofija miokarda obuhvataju niz promena na molekularnom i
¢elijskom nivou, koje se javljaju u cilju odrzavanja minutnog volumena, i kao posledica povecanih
zahteva organizma ili patoloskih procesa. Hipertrofija miokarda je nezavisni faktor rizika za razvoj
sréane insuficijencije, aritmija i iznenadne sr¢ane smrti (Kehat i sar., 2011). Odavno je poznata
uloga glukokortikoida i mineralokortikoidnih receptora u remodelovanju srca i razvoju sréane
insuficijencije, medutim, imaju¢i u vidu dostupne literaturne podatke, do danas nisu sprovedena
istrazivanja u cilju odredivanja potencijalnih direktnih efekata ACTH na sréane miSi¢ne Celije. U tu
svrhu, u tre¢oj fazi istrazivanja u sklopu ove disertacije, najpre je implementiran i validiran 3D
model sferoida nastalih indukcijom humanih pluripotentnih stem ¢elija, i potom su u datom modelu
ispitivani efekti razlic¢itih koncentracija ACTH na kardiomiocite.

Primena in vitro modela danas ima esencijalni znacaj u izu¢avanju patoloSkih mehanizama i
razvoju novih terapijskih pristupa (Karakikes i sar., 2015). Kardiomiociti formirani indukcijom
humanih pluripotentnih stem ¢elija predstavljaju relativno novu eksperimentalnu platformu koja
otvara dodatne moguénosti i obezbeduje inovativni pristup koji povecava robustnost i prediktivnu
validnost dobijenih nalaza. Naime, ova platforma je od kljuénog znacaja u istrazivanju patoloskog
supstrata u osnovi remodelovanja srca, regenerativne sposobnosti miokarda, ispitivanju
kardiotoksi¢nog potencijala, kao i kandidata za nove lekove (Beauchamp i sar., 2015; Karakikes i
sar., 2015; Gintant i sar., 2016; Polonchuk i sar., 2017; Campbell i sar., 2019). Proteklih godina
fokus istrazivanja je preusmeren na trodimenzionalne in vitro modele Ccelijskih kultura
kardiomiocita, koji verno oslikavaju morfoloske i funkcionalne fenotipske osobine sr¢anih misi¢nih
¢elija 1 u poredenju sa dvodimenzionalnim sistemima tokom znatno duzeg perioda imaju ocuvanu
vijabilnost, gensku ekspresiju i elektrofizioloske karakteristike. Rezultati naSe studije, dobijeni u
okviru tre¢e eksperiemntalne faze, prilikom razvoja i implementacije 3D modela sferoida humanih
kardiomiocita, potvrduju ove nalaze. Prime¢eno je da je vijabilnost kardiomiocita, pracena
merenjem nivoa ATP u kulturi, nakon sedam dana od zasejavanja celija, znacajno veéa u 3D
modelu sferoida u poredenju sa tradicionalnim 2D modelom. Takode, tokom analize uticaja
razli¢itih medijuma za celijske kulture, na vijabilnost 1 ekspresiju specificnih i1 relevantnih gena u
kardiomiocitima, uklju¢uju¢i MYL2, MYL7, PLN i NKX2.5, ustanovljeno je da najvecu vijabilnost i
ocuvane fenotipske osobine kardiomiociti imaju u 3D modelu sferoida kada se ¢elije zaseju u PM i
nakon formiranja sferoida kultivacija nastavi u WE medijumu. Interesantno je da u nasem 3D
modelu sferoida dodatak B-27 suplementa, insulinu sli¢nog faktora rasta 1, vaskularnog endotelnog
faktora rasta, faktora rasta fibroblasta 2 i transformiSuceg faktora rasta beta 1 u WES medijum za
¢elijske kulture nije pokazao prednost u odnosu na WE medijum. U skladu sa dobijenim nalazima,
slede¢i korak u sklopu treCeg seta eksperimenata podrazumevao je implementaciju naSeg modela
sferoida humanih kardiomiocita, $to obuhvata: zasejavanje ¢elija u PM, transfer formiranih sferoida
u WE medijum i pocevsi od Sestog dana u Kulturi tretman fizioloSkim i suprafizioloSkim
koncentracijama ACTH. lzlaganje sferoida humanih kardiomiocita fizioloskim koncentracijama
ACTH nije ispoljilo negativne efekte na vijabilnost kardiomiocita, ekspresiju MYL2, PLN i NKX2.5,
i nije izazvalo porast aktivnosti kaspaze 3, parametra koji odrazava nivo apoptoze u kulturi.
Dodatno, nakon 19 dana ACTH tretmana, uoceno je dozno-zavisno smanjenje nivoa aktivirane
kaspaze 3 u 3D modelu sferoida humanih kardiomiocita.

Tokom proteklih godina, u istrazivanjima je pokazano da proliferaciju kardiomiocita kod

sisara i hipertrofiju miokarda povezuju zajednicki signalni putevi i ¢elijski medijatori (Matrone i
sar., 2017). Ventrikularna hipertrofija predstavlja adaptivni odgovor na hronican hemodinamski
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stres, prevashodno hipertenziju i valvularna oboljenja (Samak i sar., 2016). Pokazano je da
patoloSku hipertrofiju miokarda odlikuje izrazeno poveéanje dimenzija komora, fibroza i
disfunkcija miokarda. Promene koje se javljaju na ¢elijskom nivou ukljuc¢uju povecanje volumena
¢elije, povecanu sintezu proteina, promene u arhitekturi sarkomera, poremecaj funkcije
mitohondrija i reaktivaciju fetalnih gena (Carlson i sar., 2013; Samak i sar., 2016). Rezultati nase
studije pokazuju da je nakon dugotrajne izlozenosti ACTH tretmanu, nivo Ki-67 u sferoidima
humanih kardiomiocita, kao pokazatelj proliferativne aktivnosti u kulturi, ostao nizak. Nasuprot
tome, u in vivo ispitivanju, nakon tronedeljne primene ACTH, zabeleZen je izraZzeni porast broja
kardiomiocita koji eksprimiraju Ki-67, sto ukazuje da stimulatorni efekat koji ostvaruje ACTH na
proliferaciju kardiomiocita kod muzjaka Wistar pacova, nastaje zahvaljujuéi pojacanom
oslobadanju kortikosterona i aktivaciji glukokortikoidnih i/ili mineralokortikoidnih receptora u srcu.
Smatra se da je glukokortikoidna signalizacija u kardiomiocitima neophodna za normalan razvoj i
fizioloske funkcije miokarda, dok je mineralokortikoidna signalizacija ukljuena u razvoj i
progresiju sréanih oboljenja (Oakley i Cidlowski, 2015). Sa druge strane, interesantno je da je u
nasem in Vitro istrazivanju zabelezen znaCajan porast nivoa ATP u kardiomiocitima, nakon
izlaganja veoma visokoj koncentraciji ACTH (30x ACTH). Povecanje nivoa intracelularnog ATP, u
odsustvu proliferacije, potencijalno upucuje na porast volumena kardiomiocita. Takode, opisano
otkri¢e govori u prilog hipotezi da su u osnovi odredenih efekata ACTH na miokard mehanizmi i
signalni putevi nezavisni od kortizola/kortikosterona i glukokortikoidnih i mineralokortikoidnih
receptora. Na osnovu rezultata dobijenih u sklopu trece eksperimentalne faze ove disertacije,
mozemo pretpostaviti da je tretman visokim koncentracijama ACTH uzrokovao hipertrofiju
kardiomiocita nastalih indukcijom humanih pluripotentnih stem celija, koji verno reflektuju
morfoloske i funkcionalne karakteristike sr¢anih miSi¢nih ¢elija odraslih, zdravih osoba. U prilog
nasoj hipotezi govore rezultati prospektivne studije, u kojoj je tokom primene ACTH u terapiji
miokloni¢nih napada kod pedijatrijske populacije, ehokardiografijom ustanovljeno prisustvo
hipertrofije miokarda. Primeéeno je da se hipertrofija javila svega nekoliko dana od pocetka
terapije, medutim, neophodno je istaéi i da se u roku od 5 meseci, od okonacanja primene ACTH,
normalizovala veli¢ina i geometrija srca (Lang i sar., 1984; Bobele i sar., 1993). Smatra se da je
ACTH indukovao razvoj hipertrofije miokarda i pretpostavka je da mehanizmi koji su tome
doprineli ukljucuju: deponovanje glikogena u sréanom miSi¢nom tkivu, hiperinsulinizam, arterijsku
hipertenziju i porast medijatora koji deluju pozitivno inotropno.

Pocetkom devedesetih godina proslog veka, zapazeno je da se tokom leCenja
bronhopulmonalne displazije kod prevremeno rodenih beba, kao najozbiljniji nezeljeni efekat
terapije deksametazonom, razvila hipertrofi¢éna kardiomiopatija (Israel i sar., 1993). Kasnije su in
vivo i in vitro ispitivanja potvrdila da glukokortikoidi dovode do razvoja hipertrofije miokarda (La
Mear i sar., 1997; Whitehurst Jr i sar., 1999; Ren i sar., 2012). Naime, Whitehurst Jr i sar. (1999)
su pokazali da inkubacija sa deksametazonom u celijskoj kulturi, za posledicu ima razvoj
hipertrofije kardiomiocita prethodno izolovanih iz srca mladunaca pacova. Pretpostavka je da
pojacana aktivacija voltazno zavisnih Ca kanala L-tipa ima ulogu u razvoju opisane hipertrofije
sr¢anih miSi¢nih ¢elija mladunaca pacova. U istraZivanju koje su sproveli Ren i sar. (2012), takode
je uoCeno znaCajno povecanje volumena kardiomiocita, indukovano in vitro tretmanom
deksametazonom. Pored toga, zabelezena je ushodna regulacija biomarkera hipertrofije miokarda,
poput atrijalnog natriuretskog peptida, teSkog lanca f-miozina i a-aktina skeletnih misi¢a (Ren i
sar., 2012). U skladu sa navedenim rezultatima in vitro eksperimenata su nalazi in vivo studije La
Mear i sar. (1997), koji su pokazali da aplikacija deksametazona kod mladunaca Sprague-Dawley
pacova izaziva hipertrofiju miokarda. Analogno, izvestaji ispitivanja u humanoj populaciji ukazuju
da visok nivo cirkuliSu¢ih glukokortikoida, koji se javlja kod odredenih patoloskih stanja,
ukljucuju¢i Kusingov sindrom, ¢esto dovodi do razvoja hipertenzije i metabolickog sindroma, koji
se danas ubrajaju medu vodece faktore rizika za nastanak bolesti srca. Epidemioloske studije su
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otkrile znacajnu povezanost izmedu suprafizioloskih doza i/ili koncentracija glukokortikoida i
sr¢ane insuficijencije (Oakley i Cidlowski, 2015).

Imajuc¢i na umu nalaze nase in vitro studije i navedene rezultate drugih istrazivanja, mozemo
izneti hipotezu da i visok nivo ACTH i glukokortikoidi uzrokuju nastanak hipertrofije miokarda,
kao i da su in vivo efekti ACTH na kardiomiocite delom posredovani kortizolom/kortikosteronom,
ali i drugim, nezavisnim mehanizmima koji zahtevaju dalja istrazivanja. U cilju karakterizacije
direktnih efekata ACTH na srce i rasvetljavanja potencijalne uloge melanokortinskih receptora i
nishodne signalizacije u razvoju hipertrofije miokarda, neophodno je utvrditi da li se nakon in vitro
ACTH tretmana javlja reaktivacija fetalnih gena i promene u ekspresiji atrijalnog natriuretskog
peptida, teSkog lanca B-miozina i mozdanog natriuretskog peptida (eng. brain natriuretic peptide,
BNP), parametara indikativnih za hipertrofiju. Terapijski pristup pacijentima kod kojih je tokom
duZzeg vremenskog perioda prisutan visok nivo cirkuliSu¢eg ACTH, usled hiperaktivnosti HPA
osovine, ili egzogene aplikacije ACTH u cilju lecenja infantilnog spazma, kao jedan od glavnih
ciljeva ima prevenciju remodelovanja i razvoja hipertrofije miokarda. Nalazi naSe studije ukazuju
na opravdanost, ali i potrebu za ispitivanjem efikasnosti i potencijalnog kardioprotektivnog efekta
Mg suplementacije, kao adjuvantnog terapijskog sredstva, u datoj populaciji.

109



6. ZAKLJUCAK

Na osnovu rezultata istrazivanja u sklopu doktorske disertacije, mogu se izneti slede¢i zakljucci:

» U modelu hiperaktivnosti HPA osovine, koji je u ranijim studijama validiran i
implementiran kao model depresije rezistentne na triciklicne antidepresive, primena
magnezijuma u trajanju od 28 dana ispoljava anksioliticki i antidepresivni efekat kod
muzjaka pacova. Navedeni efekat je pokazan zahvaljujuéi primeni relevantnih bihejvioralnih
testova (test otvorenog polja i test forsiranog plivanja).

» Hroni¢ni tretman magnezijumom deluje stimulatorno na proces adultne neurogeneze kod
zdravih Zivotinja, ali i u modelu depresije rezistentne na tricikli¢ne antidepresive. Opisani
efekat se manifestuje znacajnim porastom broja ¢elija koje eksprimiraju marker proliferacije
Ki-67 i BDNF, molekulski medijator proliferacije i sazrevanja novih neurona, kao i
sinaptogeneze, u dentatnom girusu hipokampusa. Dugotrajna primena ACTH je dovela do
primetnog porasta broja Ki-67 imunopozitivnih ¢elija u hipokampusu, ali je ekspresija
BDNF proteina ostala nepromenjena kod ovih Zivotinja.

» Hroni¢na primena magnezijuma deluje modulatorno na aktivnost monoaminergickog
sistema, $to se ogleda u porastu nivoa kateholamina i serotonina u plazmi, ali i nivoa Cu u
prefrontalnom korteksu. Magnezijum izaziva znacajan porast oslobadanja adrenalina i
noradrenalina, prilikom izlaganja akutnom stresu u obliku testa forsiranog plivanja, kao i
poveéanje nivoa Cu u prefrontalnom korteksu u modelu depresivnog ponasanja. Kod
zdravih jedinki magnezijum dovodi do izrazenog porasta cirkuliSu¢ih kateholamina i
serotonina, koji je pra¢en nepromenjenim statusom Cu u prefrontalnom korteksu.

» U modelu depresivnog ponaSanja, rezistentnog na triciklicne antidepresive, hroni¢na
primena magnezijuma suprimira hiperaktivnost HPA osovine. Navedeni efekat se
manifestuje smanjenjem nivoa glavnog hormona stresa - kortikosterona u plazmi, i padom
nivoa cirkulisuc¢eg proinflamatornog citokina IL-6, koji je blisko povezan sa funkcijom HPA
ose. Kod zdravih Zivotinja, dugotrajna primena magnezijuma takode indukuje pad
koncentracije IL-6 u plazmi.

» Hroni¢ni tretman magnezijumom suprimira negativne efekte ACTH na telesnu masu
Zivotinja i spre¢ava smanjenje telesne mase, koje se javlja prilikom dugotrajnog izlaganja
ACTH. U modelu depresivnog ponaSanja, visok nivo cirkuliSuéeg ACTH dovodi do
hipertrofije nadbubrezne Zlezde, dok protektivni efekat magnezijuma na ove endokrine
zlezde izostaje.

» U modelu depresije rezistentne na tricikli¢ne antidepresive, hroni¢na primena magnezijuma
suprimira razvoj intersticijalne fibroze miokarda indukovane adrenokortikotropnim
hormonom. Visok nivo cirkuliSu¢eg ACTH, tokom duZeg vremenskog perioda, stimuliSe
proliferaciju fibroblasta i deponovanje endomizijalnog kolagena, parametara indikativnih za
prisustvo fibroze u srcu eksperimentalnih  Zivotinja, dok magnezijum deluje
kardioprotektivno i inhibira navedene efekte.
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» U modelu depresivnog ponaSanja, visoka koncentracija ACTH izaziva vaskularno
remodelovanje, koje se ogleda u porastu broja endotelnih ¢elija mikrocirkulacije srca koje
eksprimiraju marker proliferacije Ki-67 i anti-apoptotski protein Bcl-2. Tretman
magnezijumom u trajanju od 28 dana deluje protektivno i inhibira razvoj vaskularnog
remodelovanja.

» Hroni¢na primena magnezijuma kod zdravih Zivotinja i u modelu depresivnog ponasanja, ali
I dugotrajni ACTH tretman, stimuliu proliferaciju kardiomiocita, koja se manifestuje
izrazenim porastom broja sréanih miSi¢nih ¢elija koje eksprimiraju Ki-67. Kod
eksperimentalnih zivotinja i ACTH i Mg dovode do smanjenja dijametra kardiomiocita, dok
je kombinovani tretman pracen normalizacijom ovog parametra.

» U trodimenzionalnom in vitro modelu sferoida kardiomiocita, formiranih indukcijom
humanih pluripotentnih stem celija, dugotrajni tretman suprafizioloSkom koncentracijom
ACTH izaziva izrazeni porast nivoa ATP, dok je ekspresija Ki-67 nepromenjena. Opisani
efekat ukazuje na dejstvo ACTH na kardiomiocite, koje se ispoljava posredstvom
mehanizama koji su nezavisni od glukokortikoidne signalizacije. Visok nivo ATP u kulturi,
u odsustvu proliferacije, upucuje na hipertrofiju kardiomiocita izazvanu veoma visokim
koncentracijama ACTH.

Na osnovu prikazanih rezultata istrazivanja u okviru doktorske disertacije, moze se
zakljuciti da je opravdano sprovesti klinicko ispitivanje i utvrditi ulogu Mg suplementacije, kao
adjuvantnog terapijskog sredstva, koje potencijalno ispoljava povoljne efekte i kardioprotektivno
dejstvo, kod osoba koje boluju od depresivnog poremecaja pracenog visokim nivoom cirkuliSuceg
kortizola.
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8. PRILOZI
Lista skraéenica i oznaka

2D — dvodimenzionalni

3D — trodimenzionalni

ACTH — adrenokortikotropni hormon (eng. adrenocorticotropic hormone)
AMPA — a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolpropionska kiselina
ANOVA — analiza varijanse (statisticki test)

AP-1 — protein aktivator 1 (eng. activator protein 1)

ATP — adenozin trifosfat

AVP — arginin-vazopresin (eng. arginine vasopressin)

Bcl-2 — eng. B-cell lymphoma 2

BDNF — brain-derived neurotrophic factor; neurotrofi¢ni faktor poreklom iz mozga
BMI — indeks telesne mase (eng. body mass index)

BNP — mozdani natriuretski peptid (eng. brain natriuretic peptide)

BSA — albumin govedeg seruma (eng. bovine serum albumin)

CAMP — cikli¢ni adenozin monofosfat (eng. cyclic adenosine monophosphate)
CA1 — Amonov rog (Cornu Ammonis 1)

CA2+CA3 - Amonov rog (Cornu Ammonis 2 + Cornu Ammonis 3)
CCL-2 — hemokin (C-C) ligand 2 (eng. chemokine (C-C) ligand 2)

CDK1 - ciklin-zavisna kinaza 1 (eng. cyclin-dependent kinase 1)

CDKA4 — ciklin-zavisna kinaza 4 (eng. cyclin-dependent kinase 4)

CDKs — ciklin-zavisne kinaze (eng. cyclin-dependent kinases)

cDNK — komplementarna DNK

CNS — centralni nervni sistem
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CREB - transkripcioni faktor CREB (eng. CAMP response element-binding protein)
CRF — kortikotropin-oslobadajuéi faktor/hormon (eng. corticotropin releasing factor)
CTGF — faktor rasta vezivnog tkiva (eng. connective tissue growth factor)

Cu — bakar

DAB - 3,3'-diaminobenzidin

DG — dentatni girus

DNK — deoksiribonukleinska kiselina

EC — entorinalni korteks (eng. entorhinal cortex)

EGF — Epidermalni faktor rasta

ELISA — (eng. enzyme-linked immunosorbent assay)

ELISA —enzimski imunosorbent test (eng. enzyme-linked immunosorbent assay)
ERK — ekstracelijskim signalima regulisane kinaze (eng. extracellular signal-regulated kinases)
Fe — gvozde

FST — test forsiranog plivanja (eng. forced swim test)

GABA — y-amino buterna kiselina (eng. gamma-aminobutyric acid)

GAP-43 — protein povezan sa rastom-43 (eng. Growth Associated Protein 43)

GR - glukokortikoidni receptori

GWAS - studije asocijacije celokupnog genoma (eng. genome-wide association studies)
H,0, — vodonik peroksid

HCIO, — perhlorna kiselina

HDL — lipoproteini visoke gustine (eng. high-density lipoprotein)

HESI — elektrosprej zagrejan jonizacijom (eng. heated electrospray ionization)

HESI — jonizacija sa zagrejanim elektrosprejom (eng. heated electrospray ionization)
HIF-1 — hipoksijom-indukovani faktor 1 (eng. hypoxia-inducible factor 1)

HNO; — nitratna kiselina
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HPA osovina — hipotalamus-hipofiza-nadbubrezna Zlezda (eng. hypothalamic-pituitary-adrenal
axis)

HPLC-ECD — HPLC sistem sa elektrohemijskim detektorom (eng. HPLC with electrochemical
detector)

HRP — peroksidaza rena (eng. horseradish peroxidase)

I.p. — intraperitonealno

IBS — ishemijske bolesti srca

ICAM-1 — intercelularni adhezioni molekul-1 (eng. intercellular adhesion molecule-1)

IFN-a — interferon-a

IL-10 — interleukin-10 (eng. interleukin-10)

IL-12 — interleukin-12 (eng. interleukin-12)

IL-13 — interleukin-13 (eng. interleukin-13)

IL-18 — interleukin-18 (eng. interleukin-18)

IL-1p — interleukin 1P

IL-6 — interleukin 6

IM — infarkt miokarda

IxBa — eng. nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor, alpha
JNK — c-Jun N-terminalna kinaza (eng. c-Jun N-terminal kinase)

KMnO, — kalijum permanganat

KVB - kardiovaskularne bolesti

LC-ESI-MS/MS — te¢na hromatografija-elektrosprej jonizacija-tandem masena spektrometrija
(eng. liquid chromatography-electrospray ionisation-tandem mass spectrometry)

LC — jedro u ponsu (locus ceruleus)

LDL - lipoproteini niske gustine (eng. low-density lipoproteins)

LPP — lateralni perforantni put (eng. lateral perforant pathway)
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LPS — lipopolisaharid (eng. lipopolysaccharide)

LSD - test najmanje znacajne razlike (eng. least significant difference)

L TP — dugotrajna potencijacija (eng. long-term potentiation)

MAOI — inhibitor monoamino oksidaze (eng. monoamine oxidase inhibitor)

MAP kinaze — mitogenom aktivirane protein kinaze (eng. mitogen-activated protein, MAP)
MC2R — melanokortinski receptor tip 2 (eng. melanocortin 2 receptor)

Mg — magnezijum

MM — eng. Maintenance Medium

MPP — medijalni perforantni put (eng. medial perforant pathway)

MR — mineralokortikoidni receptori

mMTOR — ciljni molekul za rapamicin kod sisara (eng. mammalian target of rapamycin)
Na'/K*-ATPaza — natrijum — kalijum pumpa

NDRI — inhibitor preuzimanja noradrenalina i dopamina (eng. norepinephrine and dopamine
reuptake inhibitor)

NERI — inhibitor preuzimanja noradrenalina (eng. norepinephrine reuptake inhibitor)
NF-kB — nuklearni faktor kB (eng. nuclear factor xB)

NMDA — N-metil-D-aspartat

NO — azot monoksid

OFT - test otvorenog polja (eng. open field test)

PBS — fosfatni pufer (eng. phosphate buffered saline)

PCNA — nuklearni antigen proliferiSu¢ih Celija (eng. proliferating cell nuclear antigen)
PM — eng. Plating Medium

PVN — paraventrikularno jedro (eng. paraventricular nucleus)

RNK — ribonukleinska kiselina
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RP-HPLC - reverzno-fazna te¢na hromatografija pod visokim pritiskom (eng. reversed phase high
performance liquid chromatography)

RT-PCR - lancana reakcija polimerizacije u realnom vremenu (eng. real-time polymerase chain
reaction)

s.c. — supkutano

S211 —serin 211 (mesto fosforilacije u nizu aminokiselina u peptidnom lancu)

S226 — serin 226 (mesto fosforilacije u nizu aminokiselina u peptidnom lancu)

SAS — simpato-adrenalni sistem (eng. sympatho-adrenal system)

SEM - standardna greska (eng. standard error of the mean)

SGZ — subgranularni sloj (eng. subgranular zone)

SNRIs — inhibitori ponovnog preuzimanja serotonina i noradrenalina (eng. serotonin and
norepinephrine reuptake inhibitors)

SPE - eng. solid phase extraction column

SSRIs — selektivni inhibitori preuzimanja serotonina (eng. selective serotonin reuptake inhibitors)
TCAs — tricikli¢éni antidepresivi (eng. tricyclic antidepressants)

TeCAs — tetracikli¢ni antidepresivi (eng. tetracyclic antidepressants)

TMB - 3,3’,5,5'-tetrametilbenzidin

TNF-a — faktor nekroze tumora a

TRD — depresija rezistentna na terapiju (eng. treatment resistant depression)

TrkB — tropomiozin-kinazni receptor B (eng. Tropomyosin receptor kinase)

TRPM6 i TRPM7 — transportni proteini ukljueni u apsorpciju magnezijuma (eng. transient
receptor potential channel melastatin member 6 and 7)

ULA —eng. ultralow attachment

VCAM-1 — vaskularni ¢elijski adhezioni molekul-1 (eng. vascular cell adhesion molecule-1)

VEGF — vaskularni endotelni faktor rasta (eng. vascular endothelial growth factor)
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WE —eng. William’s E Medium
WES - eng. William’s E Medium with supplements

Zn —cink
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10. IZJAVE

N3jaBa 0 ayTopcTBY

Nwme u pesume ayropa Jenena [lerposuh

bpoj unnekca 24/13

UsjaBibyjem

J1a je TOKTOpCKa AMCepTallyja 1Mo HacJI0BOM

yTI/IIIai MaFHGBI/IiVMa Ha TioHamam€, HCYPOCHIAOKPHMHE M NPOMCHC HAa MHOKApAY Y3POKOBAaHC

XI/IHCDaKTI/IBHOIJ_IhV OCOBHHC XI/IHOTaHaMVC'XI/IHO(bI/ISa'HaI[6V6DeF KO/ ImaroBa

® pPE3yNTaT COICTBEHOI MCTPAKUBAYKOT Pasia;

e Ja IucepTanrja y UeJIMHN HH Y JIJIOBUMA HUje Onyia MpeioskeHa 3a CTUIAkbE IPYTe
JMIIOME [IpeMa CTYAUjCKUM ITPOrpaMUuMa JAPYTUX BUCOKOIIKOJICKHX YCTaHOBA;

® J1a Cy pE3yJITaThu KOPCKTHO HABCICHU U

e J1a HUCAM KpIIMO/JIa ayTOPCKa MpaBa M KOPUCTHO/JIa MHTEIEKTYaIHY CBOJUHY IPYTHX JIUIIA.

IHornuc ayropa

VY beorpany,
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N3jaBa 0 HICTOBETHOCTH IITAMIIAHE U €JIEKTPOHCKE Bep3uje
JTOKTOPCKOI paja

Nwme u pesume ayropa Jenena [lerposuh

bpoj unnexca 24/13

Crynujcku nporpam JloKTOpcke akageMcke cryauje moayn dapmakosioruja

Hacmos panga VTI/ILIai M&FHCSI/IiVMa Ha noHamamkC, HCYPOCHAOKPHMHEC KW IIPOMCHE Ha MHUOKApAy

Y3POKOBAHE XI/IHeDaKTI/IBHOI_HhV OCOBHHC XI/IHOTaJ'IaMVC'XI/IHOd)I/I3a'HaI[6V6Der KO/ r1arioBa

Mentop IIpod. nmp Becna [emmuh

W3jaBspyjeM J1a je mraMIiana Bep3rja MOT JJOKTOPCKOT pajia MCTOBETHA €IEKTPOHCKO] BEP3UjU KOJY
caM IIpenao/Ja paad MOXpamuBama Yy JIMTHTAJHOM Ppeno3uTOpHjyMy YHUBeEpP3UTeTa Yy
beorpany.

Jlo3BoJbaBaM J1a ce o0jaBe MOjH JIMYHH ITOJANM BE3aHM 3a JIOOMjare aKkaJeMCKOT Ha3HWBa JIOKTOpa
HayKa, Kao IITO Cy MME H [IPE3UMe, TOJIMHA U MECTO poljera U 1aTyM o0paHe paja.

OBU JMYHM MOJAI MOTy ce OOjaBUTH Ha MPEXHHM CTpaHULlaMa IUTUTaiHe Oubiuoreke, y
eJIEKTPOHCKOM KaTaJlory U y myOinkanujama Y HuBep3urteta y beorpany.

IHornuc ayropa

VY beorpany,
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N3jaBa o kopuihemwy

Omnamhyjem VYHuUBep3uTeTcKy OubOnmorexky ,,CBero3ap MapkoBuh® na y JlururamHu
peno3uToprjyM YHUBEp3UTeTa y beorpany yHece Mojy JOKTOPCKY TUCEPTAIN]y MO HACTOBOM:

VTumaj MarsesvdjymMa Ha TIOHAIIAKke, HEYPOCHIOKPHUHE WM TPOMEHE HAa MHOKAPIY VY3POKOBAHE
XUIIepakTUBHOWIRY OCOBHUHE XUIIOTAIAMVC-Xunodus3a-aaadyoper Ko/ nanosa

KOja je MOje ayTOPCKO JIEO.

Jucepranujy ca CBUM IpUJIO3UMa Mpeaao/aa caM y eJIeKTPOHCKOM (GopMmaTy MOTOJHOM 3a TpajHO
apXUBHpambe.

Mojy HOKTOPCKY JHMCepTalujy IMoXpameHy y JIUrHTaaiHOM perno3uTOpHjyMy YHHUBEpP3UTETa Y
beorpany u IoCTymHY y OTBOPEHOM IMPHUCTYIy MOTY Jla KOPHCTE CBH KOjU TIOHITY]Y OApende
caapkane y onabpanom tumy nuunenie Kpearusue 3ajeqnuiie (Creative Commons) 3a Kojy caMm ce
OJUTy4HO/Ta.

1. AyropctBo (CC BY)
2. AytopctBo — Hekomepimjaiaao (CC BY-NC)
@AyTopCTBo — "HekoMmepuujainao — 6e3 mpepana (CC BY-NC-ND)
4. AytopcTBO — HEKOMepIHjaaHO — AeauTh o uctuM yceiaosuma (CC BY-NC-SA)
5. AyropctBo — 6e3 npepana (CC BY-ND)
6. AytopcTBo — aenuti o uctum ycrnosuma (CC BY-SA)
(MonuMo /1a 3a0KpY>KUTE caMo JeIHY OJ1 IEeCT MOHYH)eHUX JIUIICHIIN.

Kparak onuc nurieHIu je cacTaBHU JIe0 OBE U3]aBe).

IMornmce ayropa

VY beorpany,
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1. AytopcTBo. Jl03Bo/baBaTe YMHOKABAKE, TUCTPUOYIIH]Y U JaBHO CAOIIITABAKE JIejia, U TIpepaje,
aKo ce HaBelle UME ayTopa Ha HauyuH ojpel)eH o cTpaHe ayTopa WIM JaBaolla JHUIICHIC, YaK U Y
koMeprujanHe cBpxe. OBO je HajcI000AHM]a O] CBHX JIMIICHIIH.

2. AyrtopcTBO — HekoMepuujaaHo. Jlo3BospaBaTe yMHOXKaBame, AUCTPUOYIH]y ¥ jaBHO
caomIuTaBame Jiella, U Mpepaje, ako ce HaBele MMe ayTopa Ha HayMH ojapeleH ox crpaHe ayTopa
WK AaBaolia juieHie. OBa JIMIEHIIa He T03B0JbaBa KOMEPIIHjaIHy yHoTpeOy aena.

3. AyTOpCcTBO — HEKOMEPIHjaJHO — 0e3 mpepajaa. /[o3BosbaBaTe yMHOKaBamkhe, JUCTPUOYIIH]Y H
JaBHO caoMIlTaBame Jena, 6e3 mpoMeHa, MpeodIMKOBamka M YIoTpede ena y CBOM JIelly, ako ce
HaBeJle Me ayTopa Ha HauuH oJpeheH oa cTpaHe ayTopa Wi JaBaolia juieHne. OBa JUIEHIA HEe
JI03BOJbaBa KOMEPLMjaIHy yroTpedy fena. Y OJHOCY Ha CBE OCTajie JHIICHIE, OBOM JIMIICHIIOM Ce
orpannyaBa Hajpehu 06uM npaBa Kopuinhema jaena.

4. AyTOpPCTBO — HEKOMEPLMjAJIHO — JeJUTH MO HCTUM ycaoBuMAa. [[03BoJbaBaTe yMHOXKABAKE,
IUCTpUOYLN]y W jaBHO CAOINIITaBam€ JeNa, W Mpepaje, ako ce HaBele MME ayropa Ha HAa4YMH
oapeheH o cTpaHe ayTopa WK J1aBaola JHIIEHIE U ako ce Ipepaja JUcTpruOynpa noJ UCTOM WU
CIMYHOM JuieHoM. OBa JHUIIEHIA He J03B0JbaBa KOMEPLUjaIHy yIIoTpeOy Jiena u npepaja.

5. AyropceTBo — 0e3 npepajga. /[o3BosbaBaTe YMHOKaBamwe, JUCTPUOYIU]Y U JaBHO CAOIIITaBaHkhE
nena, 0e3 mpoMeHa, IpeoOIMKOBamka WK yIoTpede aea y CBOM ey, ako ce HaBele MMe ayTopa
Ha Ha4MH ojpeheH ox crTpaHe ayropa WM JaBaolna JjuneHine. OBa JHIEHIA 03BOJbaBa
KOMEpIHjaiHy yrmoTpely nena.

6. AyTOpCTBO — JAeJIUTH MOJ HCTHUM yciaoBuMa. J[03BosbaBaTe yMHOXKaBambe, TUCTPUOYIH]Y U
jaBHO caomINITaBame Jeia, W Ipepaje, ako ce HaBeJAe UMe ayTopa Ha HauumH ojapeheH on crpaHe
ayTopa WM JlaBaolla JMLEHIIE U aKo ce Ipepaaa IucTpulynpa noJ UCTOM UM CIMYHOM JIMIIEHILIOM.
OBa nHIeHLAa J103BOJbaBA KOMEpLHjalHy ymnoTpeOy nena u mpepazna. CinyHa je copTBEpCKUM
JMIIEHIIaMa, OJJTHOCHO JIMLIEHI[aMa OTBOPEHOT KOJa.
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