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Uloga glukokortikoida u cirkadijalnoj sinhronizaciji endokrine funkcije
Leydig-ovih celija

Sazetak

Dva sistema, cirkadijalni ¢asovnik i mehanizam odgovora na stres, klju¢ni su za
prilagodavanje i odrzavanje dinamicke ravnoteZa organizma. Uticaj stresa, posredovan
glukokortikoidima, u cirkadijalnoj sinhronizaciji endokrine funkcije Leydig-ovih Ccelija
adultnih pacova pracen je kroz razliCite in vivo i ex vivo eksperimentalne modele.
Eksperimentalni modeli obuhvatali su primenu stresa imobilizaciojm (IMO), u razli¢itim
cirkadijalnim vremenima, i razli¢itom broju ponavljanja, kao i tretman primene sintetickih
glukokortikoida. Preciznije, ove studije su dizajnirane da ispitaju (1) da li je efekat
glukokortikoida na obrazac ekspresije gena casovnika, gena povezanih sa steroidogenezom,
kao i drugih gena od znacaja za endokrinu funkciju Leydig-ovih ¢elija, vremenski zavisan,
kao i (2) dali je zavisan od tipa stresnog dogadaja (akutni i ponovljeni stres). U analiziranim
eksperimentalnim modelima, utvrdeno je da je stres generalno povecao nivo
glukokortikoida i smanjio nivo testosterona u krvi. Medutim, zapaZeno je da je efekat
ponovljenog stresa na nivo testostorena u krvi najmanje bio izrazen u tamnoj (aktivnoj) fazi
dana. Transkripciona analiza gena je otkrila razli¢itu osetljivost na stresne dogadaje u
zavisnosti od cirkadijalnog vremena: vecina gena povezanih sa steroidogenezom (Lhcgr,
Nr3cl1, Cypllal, Cyp17al, Hsd3b1/2) pokazala je smanjenu ekspresiju u neaktivnoj (svetloj)
fazi, dok je u aktivnoj (tamnoj) fazi dana, njihova ekspresija nepromenjena ili ¢ak
stimulisana. Stres je takode uticao i na ekspresiju gena i proteina ¢asovnika i stimulisao
ekspresiju Bmall/BMAL1, Per1/2/PER1. Tretman pacova primenom  sintetickog
glukokortikoida pokazao je slican odgovor kao i IMO tretman. Analiza glavnih komponenti
(PCA) pokazala je odsustvo znacajnih razlika izmedu tretmana, posebno na Per1 i Rev-erba.
Ovakvi rezultati su potvrdeni ex vivo tretmanom Leydig-ovih celija Hydrocortison-om i
blokatorom glukokortikoidnog receptora. Rezultati ukazaju da uticaj glukokortikoidne
komponente odgovora na stresa na aktivnost Leydig-ovih ¢elija, zavisi od vremena i tipa
stresa, naglaSavajuc¢i vaznost cirkadijalne aktivnosti u podrsci i odrZavanju homeostaze

produkcije androgena, a samim tim i plodnosti kod muskaraca.



The role of glucocorticoids in circadian synchronization of
endocrine function of Leydig cells

Abstract

Two systems, the circadian clock, and the stress response mechanism are key to adjusting
and maintaining the body's dynamic balance. The influence of glucocorticoid-mediated
stress in the circadian synchronization of the endocrine function of adult rats Leydig cells
monitored through various in vivo and ex vivo experimental models. The experimental
models included the application of stress by immobilization (IMO), at different circadian
times, and with a different number of repetitions, as well as the treatment with the use of
synthetic glucocorticoids. Specifically, these studies are designed to examine (1) are the
effects of glucocorticoids on the pattern of clock gene expression, steroidogenesis-related
genes, and other genes relevant to Leydig cell endocrine function time-dependent, and (2)
are the effects dependent on the type of stressful event (acute and recurrent stress). In the
analyzed experimental models, it was found that stress generally increased glucocorticoid
levels and decreased blood testosterone levels. However, it was noticed that the effect of
repeated stress on the level of testosterone in the blood was the least pronounced in the dark
(active) phase of the day. Transcriptional analysis of genes revealed different susceptibility
to stressful events depending on circadian time: most genes associated with steroidogenesis
(Lhcgr, Nr3c1, Cypllal, Cypl7al, Hsd3b1/2) showed reduced expression in the inactive
(light) phase, while in the active dark) the phase of the day, their expression unchanged or
even stimulated. Stress also affected the expression of clock genes and proteins and
stimulated the expression of Bmall/BMAL1, Per1/2/PER1. Treatment of rats with synthetic
glucocorticoids showed a similar response as IMO treatment. Principal component analysis
(PCA) showed no significant differences between treatments, especially on Per1 and Rev-erb.
These results were confirmed by ex vivo treatment of Leydig cells with Hydrocortison and a
glucocorticoid receptor blocker. The results indicate that the effect of the glucocorticoid
component of the stress response on Leydig cell activity depends on the time and type of
stress, emphasizing the importance of circadian activity in supporting and maintaining

androgen homeostasis, and male fertility.
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1. Uvod
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U prirodi ne postoji niSta konstantnije od promene (Heraklit, 535 p.n.e.). Neke
promene u prirodi su predvidive, dok neke nisu. Prilagodavanje na promene, omogucava
Zivim bi¢ima da se menjaju i preZivljavaju. Za uspesno prilagodavanje kao i prezivljavanje,
od velike vaznosti su dva fizioloSka sistema, sistem koji se aktivira kao odgovor na promene,
odnosno stresore koji remete njegovu unutra$nju homeostazu, i sistem unutrasnjeg
¢asovnika, koji organizam priprema na predvidljive promene. Ova dva sistema na razlic¢ite
nacine, ali ipak u korelaciji, regulisu fiziologiju tela, ukljucujuéi i reproduktivnu sposobnost

jedinke.

Sistem odgovora na stresore omogucava brzi adaptivni odgovor organizma na
promene i zahtev za preZivljavanjem u nepredvidivim situacijama. Stres pokrece brzu
reakciju autonomnog nervnog sistema i sekreciju adrenalina Sto je praceno aktivacijom
sekrecije glukokortikoida (GC) putem hipotalamo-hipofizno-adrenokortikalne osovine

(Selye, 1952; Charmandari i sar., 2005).

Unutrasnji cirkadijalni ¢asovnik organizma omogucava praéenje promena u Zivotnoj
sredini koje su prilagodene 24 ¢asovnoj rotaciji Zemlje oko svoje ose, koordiniSu¢i brojne
fizioloSke procese, od ekspresije gena do ponasanja (Roenneberg i Merrow, 2005). SloZeni
cirkadijalni sistem koji se sastoji od glavnog ¢asovnika u suprashijazmaticnom nukleusu
(SCN) i perifernih ¢asovnika u skoro svakoj €eliji, omogucava uskladen vremenski poredak
fiziololoSkih procesa na razli¢itim organizacionim nivoima. Na nivou ¢elije, sistem ¢asovnika
¢ine geni koji kodiraju transkripcione faktore koji deluju kroz pozitivne i negativne
regulatorne transkripciono-translatorne povratne sprege (Ko i Takahashi, 2006). Primarna
povratna sprega, sastoji se od pozitivnih elemenata petlje ¢asovnika (BMAL1/CLOCK ili
NPAS2) koji aktiviraju negativne elemenate (PER1/3 i CRY1/2). Negativni elementi stvaraju
dimer i inhibiraju BMAL1/CLOCK, ¢ime inhibiSu i sopstvenu transkripciju. Ovu petlju mogu
modifikovati inhibitorni REV-ERB i DEC ili stimulativni ROR elementi (Ukai i Ueda, 2010;
Albrecht, 2012). Ritam transkripcije gena Casovnika dekodira se u fizioloSke signale kroz
specificnu Celijsku transkripcionu aktivnost, putem cirkadijalnih promotorskih elemenata

kao Sto su E-box, D-box i RORE (Ukai i Ueda, 2010).
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Poznato je takode, da ekspresija gena Casovnika moZe biti koordinisana i spoljasnjim
putevima, a jedan od nacina regulacije je 1 stresom-posredovana aktivacija

glukokortikoidnog receptora (Koch i sar., 2017).

Kao S$to je pomenuto, oba sistema mogu znacajno da uticu na reproduktivnu
sposobnost jedinki. Kod muskaraca stres smanjuje nivo testosterona u serumu (Maric¢ i sar.,
1996; Andric¢ i sar., 2013) dok, u Leydig-ovim Celijama testisa, stres umanjuje steroidogenu
aktivnost (Andric i sar., 2013). Steroidogeneza Leydig-ovih celija je ritmic¢ni proces, koji se
pretezno reguliSe ritmom sekrecije LH iz hipofize, ali i elementima perifernog ¢asovnika
(Alvarez i sar., 2008; Baburski i sar., 2019). Nivo testosterona u serumu pokazuje oscilatorni
obrazac male amplitude (Baburskiisar., 2015). S obzirom na presudnu vaznost testosterona
za razvoj i odrzavanje muskog fenotipa, kao i reproduktivnu funkciju, poremecaj cirkadijalne
ritmi¢nosti moZe prouzrokovati poremecaje u reproduktivnoj sposobnosti. Savremeni nacin
Zivota i konstantna izloZenost stresorima, moZe promeniti ritam sekrecije hormona,
odnosno, cirkuliSuceg testosterona, Sto favorizuje promene koje mogu biti povezane sa
neplodnos$éu (Sciarra i sar., 2020; Starovlah i sar., 2020). Stoga postoji potreba za
istrazivanjima koja povezuju stres i cirkadijlni ritam sa sterodogenim kapacitetom Leydig-

ovih €elija i produkcijom testosterona.

Ova doktorska disertacija je posvecena analizi odnosa izmedu cirkadijalne funkcije
Leydig-ovih celija i reakcije na stres koja ukljucuje delovanje GC, kao glavnih medijatora
stresa. Tacnije, ove studije procenjuju vremenski zavisne posledice stresa na transkripciju
gena odgovornih za dnevnu endokrinu funkciju Leydig-ovih ¢elija povezujuéi ih sa GC

signalizacijom.
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2. Pregled literature
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2.1. Bioloski ritmovi

2.1.1. Bioloski ritmovi, bioloski casovnik i hronobiologija

Gotovo svi Zivi organizmi koji naseljavaju planetu Zemlju izloZeni su prirodnim,
ritmovima Kkoji upravljaju promenama i prate celokupan Zivotni vek jedinke. Ritmovi
predstavljaju ponavljaju¢e promene koji se javljaju sa definisanom verovatno¢om i periodom
(Aschoff, 1960). Kretanje planete Zemlje oko svoje ose i oko Sunca dovodi do redovnog
smenjivanja dana i no¢i, odnosno, smenjivanja godiSnjih doba. Najpreciznije, ritmovi se mogu
definisati kao nizovi dogadaja, koji se tokom vremena ponavljaju na isti nacin i sa istim
intervalom; drugim rec¢ima, to su vremenski predvidljivi procesi u prirodi (Aschoff, 1960;
Roenneberg i Merrow, 2005, Dickmeis i sar., 2013).

Zivi organizmi razvili su biolo$ki ¢asovnik koji omoguc¢ava uskladivanje velikog broja
metabolickih, fizioloSkih i bihevioralnih procesa sa spoljasnjim vremenskim markerima, kao
Sto je to smenjivanje no¢ne i dnevne faze dana. Dakle, razvojem unutraSnjeg, endogenog
mehanizma definisanog kao bioloski ¢asovnik, omogucena je sinhronizacija sa egzogenim,
spoljasnjim vremenskim signalima (Aschoff, 1960; Roenneberg i Merrow, 2005). Poznato je
da postoje razliciti spoljasnji signali koji mogu uticati na ritmi¢nost procesa u organizmu.
Jednim imenom nazivaju se zeitgebers ili davaoci ritma. Rad bioloSkog ¢asovnika moze biti
kontrolisan razli¢itim davaocima ritma; socijalnim interakcijama, vremenskim rezimom
ishrane, aktivno$¢u/vezbanjem, promenom spoljasnje temperature, itd. Medutim, svetlost se
smatra najvaznijim vremenskim signalom Zivota sisara i ljudi (Roenneberg i Merrow 2005).

Grana biologije koja izu¢ava mehanizme bioloSkog casovnika definisana je kao
Hronobiologija (chronos - vreme, bios - Zivot, logos - ucenje). Razvoj hronobiologije pocinje
joS u prvoj polovini 17 veka kada je, Jean Jacques d’Ortous De Mairan uocio prve ritmicne
promene u biljkama. IstraZivanja Jean Jacques d’Ortous De Mairan su pokazala periodi¢no
kretanje listova Mimosa pudica u stalnim uslovima, kao $to su stalna tama i konstantna
temperature, bez obzira na cikluse dana i no¢i. U 19. veku istrazivaci koji su se bavili
hronobiologijom predlazu da se ova pojava definiSe kao “free running” odnosno postojanje
endogenog ritma sa sopstvenim periodima, koji opstaju u uslovima u kojima se periodi¢nost

spoljnog okruZenja menja ili eliminiSe (Vitaternaisar. 2001). Za primer, free-running period
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laboratorijskog pacova i misa, koji su no¢ne Zivotinje, nesto je krac¢i od 24h. Ukoliko se pacov
ili mi§ nadu u uslovima 12h dan - 12h no¢, svetlosni stimulus ¢e uskladiti njegovu
lokomotornu aktivnost sa uslovima spoljasnje sredine, medutim, ako pacova/misa
premestimo u uslove konstantnog svetla ili konstantnog mraka, njegova aktivnost zavisice

iskljucivo od ,free running” perioda suprashijazmati¢nog nuklusa SCN (Miller i sar., 2007).

Bioloski ritmovi javljajuju se u velikom broju bioloskih procesa kao i u skoro svim
organizmima. Iz tog razloga, hronobiologija zahteva vrlo Siroka i obimna istrazivanja, u svim
carstvima Zivota. Ova podgrana biologije, velikom brzinom nastavlja da se razvija u 20.1i 21.
veku sa tendencijom da definiSe organizaciju bioloskih ritmova kod razlicitih grupa organi-

zama, ¢ime zapocinje era moderne hronobiologije.

2.1.2 Generalne karakteristike ritmova

Period razvoja “moderne” hronobiologije, ¢ijim se osnivaima smatraju Kolin Pit-
tendrigh i Jurgen Aschoff, doneo je veliki broj nau¢nih saznanja u ovoj oblasti. Ova dva
naucnika najpre su definisali i kategorisali ritmove prema duzini trajanja u nekoliko grupa.
Cirkadijalni ritam (circa - otprilike, dien - dan) traje pribliZzno 24-¢asa kao i period rotacije
Zemlje, ultradijalni ritmovi traju krace od 24 sata; infradijalni ritmovi traju duZe od 24
sata (Richter, 1922; Aschoff, 1960). Cirkadijalni ritam koji je sinhronizovan sa promenama
svetle i tamne faze je diurnalni ritam (Aschoff, 1963).

Ustanovljeno je da kod ljudi, endogeno generisani cirkadijalni ritmovi, ¢iji period nije
tacno 24h (nego je malo kradi ili malo duZi) zavise od genotipa osob (Aschoff, 1960; Folkard
i sar., 1984). Ubrzo je postavljena hipoteza postojanja cirkadijalnih ritmova na razli¢itim
nivoima, od molekula, preko ¢elija do organa u gotovo svim carstvima Zivota. Sada je poznato
da su kod velikog broja kicmenjaka, cirkadijalnim ritmovima regulisani mnogi procesi: ciklus
budnog stanja i sna, krvni pritisak, telesna temperatura, nivo hormona u cirkulaciji itd.
(Roenneberg i Merrow, 2005). Postojanje cirkadijalnih ritmova kod sisara prvi je pokazao
americki biolog i psiholog Curt Richter, uocivsi cirkadijalnu regulaciju budnosti i sna kod
pacova (Richter, 1922). Nesto kasnije, Sezdesetih godina dvadesetog veka, Aschoff-ovi prvi
eksperimenti koji su ukljucivali razli¢ite kategorije ispitanika pokazali su cirkadijalnu regu-

laciju budnosti i sna kod ljudi (Aschoff, 1965). Pored sisara, cirkadijalni ritmovi su uoceni i
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kod Drosophila melanogaster (Belcher i Brett, 1973). Kasnije je utvrdeno da postoje ritmovi
u oslobadanju spora gljivica Neurospora crassa (Feldman i Hoyle, 1973), kao i ritmi¢no kre-
tanje listova, i izduZenje hipokotila u Arabidopsis thaliana (Millar, 1999).

Radi preciznije obrade podataka neophodno je bilo uvesti parametre koji opisuju
jednu ritmicku pojavu. Ritmicka pojava bilo koje funkcije, definiSe se kroz nekoliko razlicitih
pojmova koji omogucuju jasniju statisticku obradu podataka. Najc¢es¢e koriS¢ena kvantita-
tivna metoda za analizu ciklicnih pojava je kosinor tehnika, koja ukljucuje statisticko
uklapanje kosinusa vremenske serije podataka pomoc¢u metode poznate kao linearni kvadrat
najmanjih kvadrata regresije (Halberg, 1987). Ovaj matematicki model je vrlo robustan u
smislu da moze analizirati vremenske serije, u kojima podaci nisu nuzno jednako vremenski
udaljeni. Analizom ritma neke pojave pomocu kosinor metode, dobija se kosinor kriva, koja
kroz nekoliko razli¢itih pojmova moZe definisati osnovne karakteristike ritma. Period (t)

predstavlja vreme potrebno za zavrSetak

Akrofaza ¢ Period . jednog ciklusa ritmic¢ke pojave. Meri se u

............. a4

h

vremenskim jedinicama, od milisekundi

Amplituda do vise od jednog veka. Frekvencija (f) je

r—Mesor  proj ciklusa ritmitke promene u jedinici
\_/ \/ vremena i reciprocna je periodu (f= 1/1).

Amplituda predstavlja vrednosti rit-

micke promene koja se prati, od osnovne

} —

Referentno vreme Vreme linije (obi¢no srednja vrednost) do pika.

Slika 2.1. Definicija karakteristika cirkadijalnog Faza je trenutno stanje ritmicne promene
ritma. Kreirano pomo¢u Biorender.com. u okviru perioda. Akrofaza je pojam koji
se koristi kada se kosinusna kriva koristi za kvantifikovanje karakteristika ritma, i oznacava
vreme u kom se doseZe pik ritmi¢ne promene. Mesor (engl. Midlane Estimating Statistic of
Rhytham) je procena raspodele centralne tendencije vrednosti osciliraju¢e promenljive
(Cornelissen, 2014).
Dalje proucavanje cirkadijalnih ritmova i njihovih karakteristika dovodi do novih
saznanja i pojmova. Grupa istrazivaca sa Instituta za fiziologiju, Univerziteta u Geteborgu,

Svedska, sredinom 20. veka uvodi pojam i definiciju hronotipa. Hronotip definise

manifestaciju ponaSanja osnovnih cirkadijalnih ritmova fizioloskih procesa posmatrane
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invidue. Hronotip sisara se, prema tome, najjednostavnije moZe definisati kao sklonost
pojedinca da spava i vrsi odredene aktivnosti u odredeno vreme tokom perioda od 24 sata (
Roenneberg i sar., 2007; Roenneberg, 2015). Kod ljudi hronotipovi se klasifikuju prema
razlici u potrebama za snom i prema vremenu pika nekih fizioloSkih procesa, pri emu se
individue mogu svrstavati u ,jutarnji tip“ (ili M-tip) ili ,vecernji tip“ (ili E-tip). Na razli¢itim
internet izvorima dostupno je nekoliko upitnika koji mogu svrstati ispitanike u kategorije,
isklju¢ivo na osnovu njihovih odgovora (Roenneberg i sar., 2003).

[straZivanja u oblasti hronobiologije i cirkadijalnih ritmova, doprinela su novom
aspektu sagledavanja i razumevanja mnogih fizioloSkih procesa. U drugoj polovini
dvadesetog veka hronobiologija dobija znacajan prostor i u medicinskim istraZivanjima.
Nekoliko studija je sugerisalo da kod ljudi, rad u smenama znacajno utic¢e na funkcionisanje
casovnika Sto dovodi do mentalnih promena kao $to su depresivno i anksiozno ponasanje
(Moon i sar., 2015; Walker i sar., 2020). Uoceno je da postoji i vrlo vaZna veza izmedu gena
koji reguliSu cirkadijalni ¢asovnik i mehanizma odgovora na stres, te su izvedena istrazivanja
koja su pokazala da stres moZe dovesti do poremecaja ritma ekspresije nekih gena kao i ritma
sekrecije hormona S$to takode implicira odredene mentalne, ali fizioloSke poremecaje (Nader
i sar., 2010; Landgraf i sar., 2014). Istovremeno pocinju da se razvijaju ideje o uskladivanju
vremena davanja leka sa ritmom bolesti i hronotipom osobe, ¢ime je uspostavljen novi nacin
terapije definisane kao hronoterapija (Ohdo, 2010). Bioloski odgovori na mnoga sredstva
kao Sto su lekovi, hemijske supstance i otrovi nisu konstantni tokom perioda od 24 sata. Danas
se hronoterapija veoma uspesSno primenjuje u leCenju mnogih fizioloSkih i psiholoskih
poremecaja (Kraft, 1995; Lévi, 2001; Hermida i sar., 2007; Cardinali i sar., 2021). Ipak,
hronoterapija se joS uvek ne primenjuje u leCenju infertilnosti i poremecaja u reproduktivnoj
sposobnosti kod muskaraca i Zena jer ritmicnost Celija u okviru reproduktivnog sistema kao
i poremecaji ritma ovih sistema jos$ uvek nisu dovoljno definisani.

Na osnovu svega navedenog, jasno je da sav Zivot na planeti Zemlji evoluira ka Sto
efikasnijem prilagodavanju i predvidanju promena u okruZenju, a koje pokrece rotacija
planete, promene svetlosnog rezima, temperature, dostupnosti hrane. Sinhronizacija ovih
pojava ali i mnogih drugih ulaznih signala koje mogu uticati na Zivot jedinke omogucava
optimalnu funkciju svakog organizma od onih vrlo jednostavnih do vrlo sloZenih sisarskih

(Albrecht, 2012). Prema tome jasno je, da je cirkadijalni ¢asovnik jedan od najvaznijih
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mehanizama svih Zivih organizama kao i da su hronobiologija i hronoterapija medu

najvaznijim poddisciplinama biologije i medicine.

2.1.2 Cirkadijalni ¢asovnik kod sisara

Prema podacima koje pretraziva¢ Google Scholar pruza, blizu 830,000 studija u
oblasti cirkadijalnih ritmova je izvedeno do jula 2021. Veliki broj nauc¢nih laboratorija se u
drugoj polovini 20. veka ukljucio u istraZivanje cirkadijalnih ritmova i njihove organizacije.
MoZe se reci da organizam sisara ima pribliZno onoliko ¢asovnika koliko ima pojedina¢nih
¢elija koje ga saCinjavaju (Earnestisar., 1999; Jinisar., 1999). Ovakva otkri¢a i tvrdnje dovele
su do klju¢nog i vrlo vaznog pitanja, na koji nacin su casovnici svih ¢elija medusobno
sinhronizovani i kako generisu jedan koherentan ritmicki izlaz, Sto je postala enigma za
veliki broj istrazivacih grupa.

Prvi uvid u hijerarhijsku organizaciju cirkadijalnog sistema sisara sa
suprashijazmati¢nim nukleusom (SCN) na vrhu pokazale su studije koje su podrazumevale
leziju SCN kod pacova u ranom razvoju. Nakon selektivne lezije SCN, kod Zivotinja je
primeceno odsustvo cirkadijalne ritmi¢nosti lokomotorne aktivnosti, osecaja Zedi, regulacije
telesne temperature i sekrecije glukokortikoida (Moore i Eichler, 1972; Meyer-Bernstein i
Morin, 1999). Medutim, uprkos nedostatku neuronskih veza, transplantacija donatorskog
SCN tkiva u domacine (sa lezijom SCN) dovela je do obnove ovih ritmova, $to je pokazalo da
odredeni sekretorni produkti ¢elija SCN mogu biti odgovorni za prenos cirkadijalnih signala
iz SCN (Aguilar-Roblero i sar., 1994; LeSauter i sar., 1996). UoCeno je takode, da primera radi,
cirkadijalna sekrecija glukokortikoida kod Zivotinja sa transplatiranim SCN nije obnovljena,
Sto sugeriSe da su, pored sekretovanih faktora, neophodni i neuronski signali za generisanje
odredenih cirkadijalnih ritmova (Meyer-Bernstein i Morin, 1999).

Pored centralne komponente cirkadijalnog sistema smeStene u SCN, periferni
¢asovnici su identifikovani u drugim moZdanim regionima i perifernim tkivima (Stratmann i
Schibler, 2006). Veruje se da ovi periferni ¢asovnici imaju ulogu u tkivno-specifi¢noj kontroli
cirkadijalnih ritmova. Zajedno, SCN i periferni ¢asovnici grade multi-oscilatornu mreZu koja
prima vremenske informacije preko spoljnih signala i, zauzvrat, koordinira ritmove
ponasanja i fizioloSke izlaze u skladu sa okruZenjem. Dok SCN registruje svetlosne ili druge

nesvetlosne stimuluse, periferni Casovnici, uglavnhom se sinhronizuju sa vremenskim
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signalima koji dolaze iz SCN-a. Generalno, SCN se moze nazvati dirigentom koji orkestrira
periferne casovnike kako bi osigurao vremenski koordinisanu fiziologiju ¢itavog organizma
(Koch i sar., 2009; Albrecht, 2012). Periferni ¢asovnici mogu biti povezani medusobno ili
mogu biti povezani sa glavnim pejsmejkerom u SCN (Schibler i Sassone-Corsi, 2002).
Cirkadijalni casovnici svih sisara podrazumevaju postojanje tri vazne komponente; to
su ulazni put, generator ritma (oscilator) i izlazni put (cirkadijalni ritmovi). Generator ritma
prima vremenske signale kroz ulazni put i sinhronizuje svoju fazu i period sa frekvencijom
ciklusa (Menaker i sar., 1978; Roenneberg i sar., 2003). Dakle, generator ritma kod sisara je
SCN, odnosno centralni pejsmejker cirkadijalnog sistema. SCN, prema tome ima ulogu da
prima informacije iz spoljasnje i unutrasnje sredine, obraduje ih i na osnovu njih uskladuje
funkcionisanje ostalih, perifernih c¢asovnika. Ova regulacija podrazumeva kako
sinhronizaciju aktivnosti pojedinacnih ¢elija u okviru jednog tkiva ili organa, tako i
sinhronizaciju rada razli¢itih organa medusobno na vremenskoj skali. Medutim, neka
istrazivanja su pokazala da rad perifernih ¢asovnika ne zavisi u potpunosti od centralnog
casovnika. Molekularni ¢asovnik ¢elije je autonoman i moZe da odrzava ritam bez obzira na
spoljasnje signale, ¢ak i u Celijskoj kulturi. Koordinacija iz SCN je ipak neophodna da bi se
sinhronizovao njihov rad. Utvrdeno je da kada se ovi signali ukinu, posle izvesnog vremena
aktivnost pojedinacnih celija postaje asinhrona, Sto na nivou organa rezultira potpunim

gubitkom ritma (Miller i sar., 2007).

2.1.2.1. Centralni ¢asovnik u suprashijazmati¢cnom nukleusu (SCN)

SCN je vrlo mali nukleus podeljen na dva segmenta i smeSten iznad opticke hijazme u
blizini tre¢e moZdane komore u prednjem delu hipotalamusa. Svaki od segmenata SCN
formira heterogenu mrezu od oko 10 000 pojedinacnih neurona. Ovi neuronski oscilatori su
(Giildner, 1983). Na osnovu sekrecije peptida i morfologije neurona, SCN se segmentiSe na
dorzomedijalni/region kore i ventrolateralni/region jezgra (Giildner, 1985; Swaab i sar.,,
1985). Ventrolateralni SCN prima vec¢inu inputa iz mreZnjace i moZdanih regiona do kojih
pristiZu svetlosni signali. Suprotno tome, dorzomedijalni SCN uglavnom inerviSu limbicka
podrucja. Neuroni jezgra proizvode primarno vazoaktivni intestinalni peptid (VIP), dok se

arginin-vazopresin (AVP) uglavnom sintetiSe u regionu kore (Moore i Eichler, 1972). Za
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razliku od AVP-a, koji je uglavnom ukljuen u posredovanje eferentnih signala, smatra se da
je VIP uklju€en u odrzavanje sinhronizacije unutar SCN (Tonsfeldt i Chappell, 2012; Jones i

sar. 2018).

Kako bi se metaboli¢ki procesi, fiziologija i ponaSanje organizma optimalno
prilagodili prirodnom okruZenju, informacije iz spoljasnje sredine moraju do¢i do tela gde se
vremenski povezane informacije mogu integrisati, i prenositi do razli¢itih tkiva. Centralni
casovnik u SCN-u funkcioniSe kao spona izmedu spoljasSnjeg i unutrasnjeg sveta. Do sada su
poznate tri glavne ulazne putanje do centralnog ¢asovnika: retino-hipotalamicki trakt (RHT),
genikulo - hipotalamicki trakt (GHT) i serotonergicki (5-hidroksitriptamin, 5HT) put preko
dorzalnog rafe nukleusa (DRN) i medijalnog rafe nukleusa (MRN). Smatra se da RHT pruza
svetlosne informacije SCN-u, dok GHT i seronergicki put prenose nesvetlosne (bihevioralne)

informacije (Dibner i sar., 2010, Albrecht, 2012).

Informacije o spoljasnjoj svetlosti, sisari dobijaju putem mreZnjace oka. Vrlo vaznu
ulogu u cirkadijalnoj fototransdukciji ima podgrupa ganglijskih ¢elija mreZnjace koje sadrZe
fotopigment melanopsin koji ima vrlo vaznu ulogu u prenosu nevizulenih svetlosnih signala
(Fosterisar.,, 1991; Jones i sar. 2018). Ove ganglijske Celije reaguju na svetlost i projektuju
se kroz RHT na ventrolateralni region SCN gde se nalaze Celije “primaoci”. Dakle, nakon
svetlosne stimulacije, glutamat se oslobada na sinapti¢ckim krajevima neurona RHT. To
dovodi do priliva kalcijuma u SCN neurone, koji pokrece aktivaciju kalcijum zavisnih kinaza,
proteaza i faktora transkripcije (Moore i Lenn, 1972). Usled toga indukuje se fosforilacija
ciklicnih adenozin monofosfat-reaktivnih elemenata koji se veZu za protein CREB (engl.
cAMP response element-binding protein) u SCN neuronima. Fosforilisani CREB se vezuje za
ciklicne elemente (CRE) koji se nalaze u promotorskom regionu gena cirkadijalnog
casovnika i resetuje njihovu fazu nezavisno od aktivacije E-boxa koji inace kontroliSe glavni
kompleks cirkadijalnog ¢asovnika CLOCK: BMAL1. Ovo resetovanje se brzo uspostavlja jer
su pojedinacni SCN oscilatori ¢vrsto povezani jedni sa drugima. Medutim, svetlost moze da
izazove fazne pomake aktiviranjem transkripcije gen-casovnika samo tokom ranih ili kasnih
no¢i (period aktivnosti kod glodara) (Dibner i sar.,, 2010). Pored postojanja direktne
monosinapticke veze sa SCN-om, utvrdeno je da RHT takode projektuje IGL (engl

intergeniculate islet) putem kojih GHT signalizira centralni ¢asovnik. GHT pruZa informacije
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o indirektnoj svetlosti SCN-u tako Sto oslobada neuropeptid I i GABA (Gama-aminobuterna
kiselina). Treca aferentna projekcija SCN potice iz jezgra raphe (kod pacova i medijalno i
ledno jezgro raphe). Kao i za RHT, ova vlakna takode zavrSavaju u jezgru regiona SCN-a i
pruZaju nesvetlosne (tj. ponasanjem indukovane) inpute u centralni ¢asovnik (Johnsoni sar.,
1989). Da bi SCN funkcionisao kao pejsmejker i sinhronizator, signali koji dolaze od njega
moraju se preneti na ostale delove tela. Smatra se da ulogu u tome pored AVP i VIP, imaju i
brojni SCN izlazni faktori koji mogu biti neuronski i hormonski. Ovi faktori mogu da deluju
kao vremenski koordinatori perifernih oscilatora, u cilju kontrole razlicitih oblika ponasanja

i fizioloskih funkcija organizma.

2.1.2.2. Periferni casovnici kod sisara i organizacija ¢asovnika na molekularnom
nivou

Periferni c¢asovnici se u nekim aspektima razlikuju od glavnog pejsmejkera.
Ekspresija cirkadijalnih gena u perifernim tkivima je priblizno 4 - 6h fazno odloZena u
poredenju sa SCN (Yamamoto i sar., 2004, Albrectht, 2012). Utvrdeno je da se periferni
oscilatori utiSavaju nakon nekoliko dana u celijskoj kulturi, Sto je prikazano genetskim
spajanjem reportera luciferaze sa promotorom nekih od gena ukljuc¢enih u regulaciju ritma
(Yamazaki i sar., 2000). Zapravo, svakodnevna resetovanja signala iz SCN-a (direktno ili
indirektno) potrebna su za fazno usaglasavanje casovnika perifernog tkiva. Za razliku od
centralnog pejsmejkera u SCN, periferni ¢asovnici nisu zavisni od svetlosnih signala, osim,
smatra se, nadbubrezne Zlezde i epifize, kako je ex vivo i in vivo pokazano (Ishida i sar. 2005;
Fukuhara i Tosini, 2008). Ritmovi unosa hrane vazni su ulazni signali za mnoge periferne
organe, ukljuCujuci jetru i bubrege, mada je jasno da su ciklusi unosa hrane i gladovanja, u
skladu sa ritmovima aktivnosti i odmora. Sva ova i slicna otkrica, pocela su da namec¢u nova
pitanja. Kakav je bioloski smisao postojanja autonomnih perifernih ¢asovnika? Ako je
poznato da SCN koordinira sve Celijske populacije, zasto su pojedina¢nim celijama potrebni
sopstveni ¢asovnici?

Svrha perifernih ¢asovnika jeste da pruze odgovor na lokalne promene i regulisu
lokalni odgovor (Kriegsfeld i Silver, 2006; Albrecht, 2012). Dakle, periferni casovnici
optimizuju cCelijsku fiziologiju i imaju ulogu da razlicite hemijske reakcije usklade u razlicite

vremenske okvire. Kao Sto je ranije navedeno, periferni ¢asovnici mogu se odvojiti od SCN
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ako to diktiraju njihove specificne potrebe, takav primer deSava se u jetri ili bubrezima
nakon stimulacije hranom. IstraZivanja sve viSe ukazuju da su povratne informacije od
perifernih Casovnika do centralnog casovnika, od suStinskog znacaja za odrzavanje
robusnosti i stabilnosti odredenih cirkadijalnih ritmova, kao $to je oslobadanje glukortikoida
iz nadbubreZne Zlezde (Barclay i sar., 2012; Schibler, 2017).

Elementi molekularnih ¢asovnika su sli¢cni u svim celijama, ukljucuju¢i i neurone SCN.
Molekularni mehanizam cirkadijalnog c¢asovnika zasnovan je na auto-regulatornim
transkripciono-translacionim povratnim petljama (engl Transcryption-Translation
Feedback Loop (TTFL)) koje se sastoje od pozitivnih i negativnih elemenata. TTFL pokrece

cikli¢nu

transkripciju
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Slika 2.2. MreZa transkripciono-translacionih petlji povratne

sprege molekularnog ¢asovnika sisara, preuzeto uz izmenu Ko i
Takahashi. 2006.

gena i ekspresiju proteina
elemenata casovnika u
periodu od priblizno 24
sata (Reppert i Weaver,
2002; Cox i Takahasi,
2019).

U pozitivne elemente
cirkadijalnog sistema se
ubrajaju BMAL1 i CLOCK.
MiSevi sa mutacijom Clock
gena pokazali su
produZeni cirkadijalni
period sa postepenim
gubitkom ritmicnosti.
MiSevi kojima je
nedostajao  Bmall nisu
mogli da generisu
endogene cirkadijalne

ritmove, Sto ukazuje na

njegovu klju¢nu ulogu u kontroli cirkadijalnog ritma (Vitaterna i sar., 1994; Bunger i sar.,

2000). CLOCK i BMAL1 proteini pripadaju bHLHPAS (engl. basic helix-loop-helix - Period-
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Arnt-Sim) familiji transkripcionih faktora. Grade¢i heterodimer, vezuju se za cis-regulatornu
sekvencu E-box (CACGTG) koja se nalazi u promotoru velikog broja ciljnih gena Cime se
aktivira njihova transkripcija (Bunger i sar., 2000; Ja i sar., 2000; Kondratov i sar., 2006).
Medu pozitivne regulatore svrstava se i NPAS2 koji se smatra paralogom CLOCK proteina.
NPAS2 moZe da formira heterodimer sa BMAL1 i aktivira ekspresiju ciljnih gena i na taj nacin
menja ulogu CLOCK proteina. Ukoliko se desi mutacija i Clock-/-/Npas2-/- dolazi do gubitka
ritma u uslovima konstantnog mraka (DeBruyne i sar., 2007). Negativni regulatori
cirkadijalne masSinerije su Per1/2 i Cry1/2. Homozigotni Per1 mutirani miSevi pokazuju kraci
cirkadijalni period (Albrecht i sar., 2001; Zheng i sar., 2001).Per2 mutirani miSevi pokazuju
kradi cirkadijalni period, ali i postepeni gubitak ritmi¢nosti u stalnom mraku (Zheng i sar.,
1999, 2001). S druge strane, pokazano je da u odsustvu oba kriptohroma (Cry1 -/ -, Cry2 - /
-) dolazi do potpunog i trenutnog gubitka ritmi¢ne aktivnosti (van der Horst i sar., 1999).
Ovakve studije su pokazale da PER i CRY protein, takode, predstavljaju srz kontrole
cirkadijalnog cCasovnika kod sisara. Ekspresiju gena koji se smatraju negativnim
regulatorima, aktiviraju pozitivni regulatori. Ovakav sled dogadaja c¢ini primarnu
transkripciono-translacionu povratnu spregu koja je odgovorna za odrZavanje funkcije
sisarskog cirkadijalnog casovnika. Dakle, CLOCK/BMAL1 vezuju se za cis-regulatornu
sekvencu E-box (CACGTG) c¢ime reguliSu ekspresiju, Period (Perl, Per2) i Cryptochrome
(Cry1, Cry2) gena. PER i CRY proteini izlaze iz jedra u citoplazmu, gde grade komplekse koji
se nakon nekoliko sati translociraju u nukleus i inhibiraju transkripciju gena koja je
pokrenuta CLOCK/BMAL1 kompleksom. Shodno tome, PER/CRY inhibiraju i sopstvenu
transkripciju zatvarajuc¢i tako primarnu transkripciono-translacionu negativnhu povratnu
spregu (Lee i sar., 2001). Utvrdeno je da se negativni elemeti primarne petlje degradiraju.
PER proteini se akumuliraju u citoplazmi, ali ih fosforiliSu (P) kinase, kao Sto su kazein kinaze
(engl. Casein kinase (CKI)) € i & i kinaza glikogen sintaze 3(. Ovi fosforilisani oblici PER
proteina su nestabilni i razgraduju se u proteazomima. Citav proces degradacije se de$ava sa
zaostatkom od nekoliko sati. Na taj nacin inhibicija se ukida, a ceo ciklus se zatim ponavlja
(Steven M. Reppert i Weaver, 2002; Cox i Takahasi, 2019). Pravilnom funkcionisanju
casovnika, pored centralne petlje, doprinose i pomo¢ne regulatorne petlje. Jedna od bolje
istrazenih pomoc¢nih petlji ¢ine nuklearni receptori iz porodice REV-ERB (engl. reverse

erythroblastosis virus) i porodice ROR (receptori povezani sa receptorima retinoicne
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kiseline), koji se transkripciono reguliSu pozitivnom vezom i aktiviraju (ROR) ili inhibiraju
(REV-ERBB) transkripciju Bmall (Steven M. Repperti Weaver, 2002). REV-ERB i ROR vezuju
se za RORE (engl. Retinoic acid related orphan receptor response element) DNK sekvencu.
Funkcija ROR proteina je da odrzava odredeni nivo eksprimiranosti Bmall bez velikog
uticaja na cirkadijalni ritam transkripcije. REV-ERB ima ulogu u uspostavljanju ritmi¢nog
obrazca ekspresije Bmall tako Sto ritmicno utiSava njegovu transkripciju (Ko i Takahashi,
2006; Takahasi, 2017). Uzajamna regulacija CLOCK, BMAL1 i REV-ERB i ROR definisana je

kao sekundarna ili pomo¢na petlja (engl. auxiliary loop).

2.1.2.3. DEC petlja

U organizaciji molekularnog ¢asovnika sisara ukljucena je i sporedna DEC petlja koju
¢ine dva proteina DEC1 i DEC2. DEC1 (takode definisan kao BHLHB2, STRA13 ili SHARP2) i
DEC2 (BHLHB3 ili SHARP1) svrstavaju se u bHLH familiju traskripcionih faktora. Ekspresija
Decl i Dec? gena pokazuje robusne cirkadijalne ritmove u SCN i razli¢itim perifernim
tkivima. U promotoru gena Decl i Dec2 nalazi se E-box sekvenca (5’-CACGTG-3’) putem koje
ekspresiju ovih gena pozitivno reguliSu CLOCK/BMAL1 dimeri. DEC proteini mogu da
inhibiSu transkripciju koju pokrecu CLOCK/BMAL1 dimeri najverovatnije kompeticijom sa
ovim proteinima za E-box (Honma i sar., 2002). Pokazano je da Decl i Dec2 ovim putem
mogu da reguliSu i eksprimiranja gena Per1, Rev-erba i Dbp (engl. albumin D-element binding
protein), ali imaju slabiji uticaj na eksprimiranje gena koji u promotoru imaju E’-box (5'-
CACGTT-3’), kao $to su Per2 i Cryl. DPB i E4BP4 omogucuju drugi nacin cirkadijalne
regulacije putem pozitivne, odnosno negativne, transkripcione regulacije Perl i PerZ preko
D-box-a; RORiREV-ERB stimuliSu i inhibiraju ekspresiju BMAL1 i CLOCK putem RORE (Ueda
i sar., 2005; Kato i sar., 2014). Smatra se da ova mreZa proteina ¢asovnika fino kontroliSe i
stabilizuje robusne cirkadijalne ritmove u organizmu (Alvarez i Sehgal, 2002). Mutanti Dec1-
/- i Dec2-/- ne pokazuju znacajne promene u ritmu aktivnosti medutim dupli Dec1/Dec2 KO
mutant ima znacajno duZi period aktivnosti Sto ukazuje da ovi proteini imaju ulogu
negativnog regulatora u odrZzavanju rada molekularnog bioloSkog ¢asovnika (Honma i sar.,

2002; Nakashima i sar., 2008).
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2.1.2.4. Geni kontrolisani ¢casovnikom i njihov znacaj u reproduktivnoj funkciji
Cirkadijalna transkripcija osnovnih gena ¢asovnika daje ritmicnost ekspresiji brojnih

gena koji su ukljuceni u razli¢ite bioloSke procese. Ovi takozvani geni kontrolisani

casovnikom (engl. Clock Controlled Gens (CCG)) ¢ine preko 10% transkriptoma tkiva. Vazno

je pomenuti da se CCG razlikuju u svakom specificnom tkivu (Miller i sar., 2007).

Da bi se neki gen smatrao CCG genom, potrebno je da ispunjava odredene uslove.
Generalno, ideja je da taj gen nije sam po sebi gen casovnika, ali da se ritmicki eksprimira u
istom periodu kao i geni cirkadijalnog casovnika u datoj ¢eliji. Dalje, potrebno je pratiti ritam
ekspresije gena kandidata u normalnim ¢elijama i uporediti sa ritmom ekspresije u ¢elijama
sa mutacijom za odredene gene Casovnika koji ¢e dovesti do produZenog “free running”
perioda. Period CCG gena kandidata, takode treba da bude produZen. Na kraju, potrebno je
“izbaciti” CCG gen kandidat iz genoma. Ukoliko ritam ekspresije gena Casovnika ostane
nepromenjen, onda gen kandidat zaista spada u grupu CCG. Pojednostavljeno, CCG su oni
geni koji imaju ritam ekspresije kao geni ¢asovnika u datoj ¢eliji, ali ni na koji na¢in ne mogu
uticati na mehanizam funkcionisanja gena ¢asovnika (Bozek i sar., 2009; Mazzoccoli i sar.,

2012)

Cirkadijalna kontrola gena koji su uklju¢eni u razne celijske procese najcesce se
ostvaruje preko tri regulatorne sekvence: E/E'-box (jutro), D-box (dan) i RRE (no¢).
Transkripcija posredovana preko E-box sekvence, CACGT[G/T], ukljucuje aktivatore BMAL1,
NPAS2, CLOCK i represore PER1/2, CRY1/2, DEC1/2, transkripcija preko D-box sekvence,
TTA[T/C]GTAA, aktivatore DBP, TEF, HLF i represor E4BP4, a transkripcija preko RRE
sekvence, [A/T]A[A/TINT[A/G]GGTCA, represore REV-ERBA/B i aktivatore RORA/B
(Albrecht, 2012). Osciliraju¢i geni daju ritmi¢nost mnogim fizioloSkim procesima,
ukljuCujuci luCenje hormona, metabolizam lekova i ksenobiotika, homeostazu glukoze i
proliferaciju Celija. S obzirom na znacaj cirkadijalnog ¢asovnika i Sirok spektar fizioloSkih
procesa koji reguliSu, geni Casovnika smatraju se vrlo vaznim za odrzavanje homeostaze
organizma ( Miller i sar., 2004; Gamble i sar., 2014; Cox i Takahasi, 2019).

Dosadasnja istrazivanja, ukazuju da su pojedini geni znacajni za reproduktivnu

sposobnost muskog (detaljnije u poglavlju 2.3.3.) ali i Zenskog pola pod kontrolom gena
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cirkadijalnog ¢asovnika (Pan i sar., 2020). Ovakva saznanja otvorila su veliki broj pitanja o
znacaju i ulozi ¢asovnika u reprodukciji.

Nekoliko studija je pokazalo da mutacije gena casovnika dovode do raznih
reproduktivnih poremecaja. Zenke miseva sa pojedinaénim mutacijama gena Perl i Per2,
pokazale su znacajno niZi reproduktivni uspeh od kontrolne grupe (Sellix, 2015).
ClockA19/A19 transgeni muZjaci miSeva pokazuju smanjenu plodnost i smanjenu veli¢inu
novorodenih miseva nakon oplodnje, takode spermatozoidi pokazuju smanjenu
funkcionalnost i stepen ex vivo oplodnje. Bmall nokaut muZjaci miSeva bili su neplodni i
pokazali nizak nivo testosterona i visok nivo LH u serumu, $to ukazuje na disfunkciju Leydig-
ovih Celija. Ovakve studije ukazuju na znacaj gena ¢asovnika u reprodukciji, koji se ostvaruje
putem interakcija sa genima uklju¢enim u proces steroidogeneze (Alvarez i sar., 2008; Cheng
i sar., 2016). IstraZivanja vrSena na ciljnim grupama ljudi, kod kojih postoji poremecaj u
ciklusu sna i budnosti, takode su pokazala poremecaj u sekreciji reproduktivnih hormona i
smanjenu reproduktivnu sposobnost. U svetu postoji sve veci trend obavljanja poslovnih
aktivnosti van normalnog dnevnog vremena, ovakav nacin Zivota menja vreme izlaganja
svetlosti i potencijalno menja ritmove u SCN i ritmi¢nost perifernih tkiva. Ove promene uticu
na fizioloSke sisteme koji su pod uticajem cirkadijalnog c¢asovnika, ukljucujuéi i
reproduktivni sistem. Neke studije su pokazale da Zene koje rade poslove u smenama imaju
povecan rizik od promena i izostanak menstrualnih ciklusa, kao i povecanu ucestalosti
prevremenih porodaja (Knutsson, 2003). Studije fokusirane na uticaj rada u smenama na
reproduktivno zdravlje muskaraca, pokazale su pozitivhu korelaciju sa pojavom
hipogonadnih simptoma, loSih parametara semene te¢nosti i pokretljivosti spermatozoida
(Deng i sar., 2018). Medutim, ovakvih ispitivanja jos uvek nema dovoljno da bi se mogli

doneti precizni zakljucci.

Dosadasnji rezultati pokazali su da su ispitivanje interakcija izmedu gena ¢asovnika i
gena ukljucenih u proces steroidogeneze, od velike vaznosti ne samo sa molekularno-
bioloskog aspekta vec¢ i kao doprinos lecenju i prevenciji mnogih biomedicinskih problema

koji mogu dovesti do infertilnosti.
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2.2. Stres i glukokortikoidi

PocCetkom 19. veka matematicar Cauchi uveo je pojam stresa ili pritiska, u svoju
teoriju elastic¢nosti, definiSuci taj pojam kao koli¢inu sile koja deluje na jedinicu povrsine koja
se zatim, pod dejstvom te sile, savija i deformiSe u odnosu na prvobitno stanje. U 20. veku
naucnici su pokusali da primene termin stresa i na biolosSke sisteme, definiSuci ga kao stanje

koje narusava ravnoteZu fizioloSkih procesa jednog organizma.

Americki fiziolog Cannon je 1929. definisao pojam homeostaze kao teZnju svih Zivih
organizama da odrZe sloZenu dinamicku ravnotezu, kako bi ocuvali stabilnost unutrasnjeg
stanja. Svaki poremecaj ovog ravnoteZnog stanja izazvan od strane nekog stimulusa dovodi
do aktivacije organskih sistema, koji teZe ka ponovnom uspostavljanju homeostaze (Cannon,
1929). Endokrinolog Hans Selye je termin ,stres” definisao kao ,nespecificni odgovor tela na
bilo kakvu promene sredine”. Selye je takode rekao da je stres medicinski, socioloski i

filozofski najznacajnija tema za covecanstvo (Selye, 1952).

Tokom dvadesetog veka nizale su se razne definicije stresa, medutim u novije vreme
prihvacene su hipoteze da stres treba smatrati procesom koji ukljucuje stimulus,
perceptivnu obradu ulaznih podataka i bihevioralni i fizioloski izlaz (Koolhaas i sar., 2011,
Fink, 2017). U savremenom svetu Koji se brzo menja, izloZenost stresu postaje sve veca. lako
postoji veliki broj istrazivanja koja se bave stresom i ovaj pojam postaje jedan od citiranijih
u biomedicinskoj literaturi, joS uvek je tesko dati jasnu i preciznu definiciju stresa. Svetska
zdravstvena organizacija stres je definisala kao bilo koju vrsta promene koja uzrokuje

fizicko, emocionalno ili psihi¢ko opterecenje i nazvala ga ,,epidemijom” 21. veka (Fink, 2017).

2.2.1. Tipovi stresa i odgovor organizma na stres

Proucavajuci stres, Hans Selye je definisao i pojam stresora, kao stimulus, koji moZe da
dovede do naruSavanja homeostaze organizma. Stresori se mogu klasifikovati na razlicite
nacine, a prema tome definisani su i razliciti tipovi stresa.

Prema kvalitetu stresori se mogu podeliti na pozitivne ili negativne, u zavisnosti da li
izazivaju eustres (pozitivne reakcije) ili distres (negativne reakcije).

Prema tipu stresori se mogu podeliti na one koji izazivaju psiholoske i fizioloSe

promene homeostaze.
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Prema nacinu pojavljivanja se mogu klasifikovati kao predvidljivi (tj. isti stresori) ili
nepredvidljivi (promenljivi stresori).

Prema trajanju stresori se dele na akutne, koji se ponavljaju samo jednom i izazivaju
akutni stres, i hronicne stresore koji se ponavljaju viSe puta i izazivaju dugotrajni, hronicni
stres. Hronicno izlaganje stresnom stimulusu moZe biti kontinuirano ili isprekidano. Ukoliko
je izlaganje hroni¢nom stresnom stimulusu isprekidano, onda se ovaj tip stresa karakterise
kao ponovljeni stres (Selye, 1952; Dhabhar, 2000; Pacak i Palkovits, 2001).

Proucavajuci razliCite vrste stresa, Hans Selye je opisao odgovor organizma na stres
kroz aktivaciju dva vrlo kompleksna sistema, simpaticko - adrenalno medularnu osovinu
(SAM) i hipotalamo-hipofizno - adrenalnu osovinu (HPA) (Selye, 1952). Sterling i Eyer
1988. godine uveli termin ,alostaza“ da bi opisali aktivne procese u organizmu ¢iji je cilj
obnavljanje homeostaze, posredovane aktiviranjem SAM i HPA u uslovima izazvanim
razli¢itim tipom stresora (Sterling i Eyer, 1988, McEwen, 2000).

Aktiviranjem SAM i HPA, kao reakcije na stresore, u organizmu se oslobadaju dve grupe
hormona, kateholamni i glukokortikoidi. Kateholamini predstavlaju deo SAM i deluju veoma
brzo, efekti preko nervnog sistema ostvarljivi su u roku od nekoliko sekundi. Na taj nacin
omogucena je trenutna fizicka reakcija organizma, povezana sa reakcijom “bekstvaili borbe“.
MoZe se re¢i da glukokortikoidi koji pretstavljaju deo HPA, podrzavaju aktivnost
kateholamina ali sa vremenskim zaostatkom. Povecana sekrecija kateholamina i
glukokortikoida moZe rezultirati privremeno povec¢anom dostupnoscu energije, poveéanom
miSicnom snagom, poveéanom memorijskom funkcijom, i smanjenom osetljivosti na bol
(Nygren i Olson, 1977; Goldstein, 2003). Utvrdeno je da glukokortikoidi uticu na ekspresiju
priblizno 10% gena i vrSe veliki broj interakcija u telu koje su od sustinskog znacaja za
odrZavanje homeostaze i omogucavaju organizmu da se pripremi za fizicki i emocionalni
stres i odgovori na njega (Sapolsky i sar., 2000; Koch i sar., 2009). IstraZivanja pokazuju da
su mikro RNK molekuli verovatno klju¢ni regulatori odgovora na stres (Roufaley i Kadry,
2020).

Zavisno od tipa stresora, organizam moze aktivirati razli¢ite mehanizme odgovora.
Poznato je da akutno izlaganje stresoru izaziva snazan porast koncentracije kateholamina u
plazmi kod ljudi, dostiZu¢i pik u roku od 1 - 5 minuta, dok se pik glukokortikoida (GC) u krvi

javljajuuroku od 15 - 30 minuta i polako opadaju na nivo pre stresa u roku od 60 - 90 minuta
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(Armario i sar., 2004, Ulrich-Lai i Herman, 2009). Nasuprot tome, zabeleZeni su trajni
poviSeni nivoi GC u plazmi nakon hroni¢nog stresa kod ljudi. Ovako povisen nivoa GC u
plazmi moZe imati vrlo Stetne efekte na funkcionisanje celog organizma, i sveopSte
zdravstveno stanje (van der Pompe i sar., 1996; Chrousos, 2009; Manenschijn i sar., 2013;
Yaribeygi i sar. 2017). Ipak, neke studije su pokazale da se nivo GC u plazmi ne povecava
nuzno nakon ponovljenog ili hroni¢nog izlaganja stresoru. Ponovljena izloZenost istom
stresoru moZe se povezati sa postepenim prilagodavanjem organizma na taj stresor, Sto
dovodi do procesa navikavanja i desenzibilizacije. Slabiji fizioloSki odgovor na poznati
stimulus, Stiti organizam od potencijalno zdravstveno ugroZavajucih efekata i primecuje se
kod Zivotinja izloZenih ponovljenoj hladnodi ili stresu koji je izazvan bukom (Armario i sar.,
1984; Yaribeygi i sar. 2017). Smatra se da navikavanje zavisi od karakteristika stresa i javlja
se ¢eSc¢e ukoliko je stresor nesocijalne prirode (Armario i sar., 1984). Precizan mehanizam
koji lezi u osnovi prilagodavanja odgovora na poznate stresore i senzibilizaciji vrlo je
interesantna i nedovoljno istraZena tema.

Radi proucavanja odgovora organizma na stres u laboratorijskim uslovima primenjuju
se veoma veliki broj razli¢itih modela izlaganja eksperimentalnih Zivotinja stresorima. Jedan

(Kvetnansky i sar. 1970).
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2.2.1.1. Hipotalamo - hipofizno - adrenalna osovina (HPA)

Poznato je da stresni stimulusu aktiviraju HPA. Aktivacija HPA predstavlja glavni
fizioloski dogadaj koji u stresnim uslovima doprinosi odrzavanju homeostaze, Sto
podrazumeva i odrZavanje cirkadijalnog ritma mnogih procesa (Selye, 1976; Dickmeis i sar.,
2007). Kod vecine kicmenjaka zapaZen je povecan nivo GC u Kkrvi, poCetkom aktivne faze.
Medutim, utvrdeno je da se ritam ekspresije GC usled delovanja stresnih stimulusa menja
Hipotalamus  (Buckingham, 2006). Informacije o promeni

STRES | — = PVN

homeostaze organizma dolaze do

— hipotalamic¢kih neurona u PVN. Neuroni PVN

/ kao odgovor na stresne stimuluse luce
Adenohip\—/

kortikotropin-oslobadaju¢i hormon (CRH) u

portalnu cirkulaciju na nivou eminencije

ACTH medijane. CRH se vezuje za CRH tip 1 receptor

(CRH-R1) i AVP tip 1b receptor (AVP-R1b), na

:ZS:: e Celijama kortikotropa, i pokrec¢u sekreciju
adrenokortikotropnog  hormona (ACTH)

cort ° Ciljana cellja (Barrettisar., 2010). ACTH se za celije korteksa

nadbubreZne Zlezde vezuje preko receptora za

D
melanokortin-2 (MC2R) i pokrece signalne
D

A puteve ukljucene u sintezu GC hormona.

Nakon ACTH-indukovane aktivacije

Citosol gg MC2R, nivo unutarcelijskog cikli¢cnog adenozin
N %o
\\ ° monofosfata (cAMP) raste. Porast nivoa cAMP

Nukleus
& /\*w\\\//‘ Sza; boveava preuzimanje holesterola. Slobodni

. . S holesterol je prekursor za sintezu GC. Sinteza GC
Slika 2.3. Hipotalamo-hipofizno-adrenalan
osovina, glukokortikoidni signaling, je prilicno brz proces i odvija se u nekoliko
preuzeto uz izmene iz Dickmeis i sar. 2013.
koraka (Noti i sar., 2009; Ahmed i sar., 2019).
Glavni endogeni GC su kortizol i kortikosteron (CORT). Iako oba steroidna hormona
proizvodi vecina organizama sisara, odnos u kome se oni luce varira od vrste do vrste. Kao

Sto je pomenuto, kod ljudi je kortizol dominantno sintetisan, dok glodari iskljucivo proizvode

CORT. GC ostvaruju svoje efekte vezujuci se za unutarcelijske receptore. Prema njihovom
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afinitetu za GC i njihovoj distribuciji, okarakterisana su dva razli¢ita tipa receptora,
glukokortikoidni receptor (GR) i mineralokortikoidni receptor (MR) (Buckingham, 2006).
Oba receptora su eksprimirana u mozgu i u gotovo svim perifernim organima. MR receptori
imaju priblizno 10 puta ve¢i afinitet za CORT od GR. Kako se nivo CORT povecava, bilo tokom
reakcija na stres, ili usled cirkadijalnog ciklusa, MR postaju sve viSe zasiceni (jer je njihova
primarna uloga vezivanje aldosterona) i GR postaju glavno mesto vezivanja CORT (Reul i
Kloet, 1985; Croennandari i sar., 2005).

U neaktivhom stanju, ovi receptori postoje u citoplazmi kao deo multiproteinskog
kompleksa, koji se sastoji od jednog molekula receptora i nekoliko proteina toplotnog Soka.
GC pasivno difundiraju kroz Celijsku membranu, a nakon vezivanja za receptore dolazi do
konformacione promene receptora, Sto omogucava translokaciju iz citoplazme u jezgro.
Unutar jezgra, aktivirani receptori se najceSCe kao homodimeri vezuju za DNK u
regulatornim sekvencama ciljnih gena (engl. glucocorticoids response element, GRE). GRE je
sekvenca koja je duga 15 baznih parova, sastavljena od 2 palindromski ponovljene sekvence
duZine 6 baznih parova, koje su odvojene razmakom od 3 bp. OpSteprihvacena GRE
konsenzusna sekvenca kod pacova i covek je AGAACAnnnTGTTCT (Scheschowitsch i sar.,
2017; Timmermans i sar., 2019).

U nekim slucajevima receptori mogu kao monomeri ili heterodimeri da regulisu
transkripciju ciljnog gena (Raison i Miller, 2003). Ova bioloSka dejstva se uglavnhom sporo
odvijaju i traju neko vreme nakon $to se steroid ukloni iz cirkulacije. lako se reakcije GC
uglavnom ostvaruje putem promene u transkripciji gena, pokazano je da se javljaju i neki

brzi, negenomski efekti i ne mogu se objasniti na ovaj nacin (Panettieri, 2019).

2.2.1.2. Glukokortikoidni receptor

Glukokortikoidni receptor (GR) pripada superfamiliji nuklearnih receptora
transkripcionih faktora i protein je koji se konstitutivno i sveprisutno ekspresuje u gotovo
svim tkivima kod vecine sisara. Ipak, GC mogu da vrSe razli¢ite Celijske i tkivno-specificne
efekte zbog postojanja razlic¢itih izoformi GR, ali i zbog njegove alosterne regulacije
specificne za razlicite Celijske tipove (Scheschowitsch i sar., 2017).

Gen koji kodira GR je gen ,podfamilije nuklearnih receptora 3. grupe c ¢lan 1“ (Nr3c1).

Nr3cl je kod ljudi lokalizovan na hromozomu 5q31.3, dok je njegov ortolog kod pacova
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lokalizovan na hromozomu 18p11. Utvrdeno je da je struktura GR promotora visoko
konzervirana izmedu coveka i pacova i da alternativnim spajanjem egzona dolazi do
formiriranja razli¢itih varijanti GR, kao Sto su GRa i GRB (Hollenberg i sar. 1985;
Timmermans i sar. 2019, Ramos-Ramirez i Tliba, 2021).

Prema nekim autorima GRa i GRP izoforme se znacajno razlikuju. Alternativno
splajsovanje na egzonu 9 rezultira dvema razli¢itim varijantama GR, koje se razlikuju prema
broju aminokiselina klasi¢na forma GRa sadrzi 777 aminokiselina ili GR forma koja sadrzi
742 aminokiseline. Obe izoforme su identicne do 727. aminokisleine, a nakon toga sadrze
nehomologne krajeve. Dakle, GRf je znacajno kracda izoforma i smatra se da ne vezuje GC
(Kino i sar., 2009b). Uprkos tome, GR3 se nalazi u jedru gde obavlja nekoliko funkcija. GRf3
kompetituje sa GRa za GRE, ali pored uloge antagoniste moZe i da regulise transkripciju gena
koji nisu regulisani od strane GRa (Oakley i sar., 1996; Kino i sar., 2009). Takode, utvrdeno
je da iako ne veZe endogen GC, GR moZe da se veZe za antagonistu GR, RU486 koji moZe da
modulira njegovu aktivnost (Lewis-Tuffin i sar., 2007). Identifikovano je osam varijanti GRa
(GRa-A, -B, -C1, -C2, -C3, -D1, D2 i D3) Sto je rezultat postojanja 8 visoko konzerviranih AUG
pocCetnih kodona u egzonu br. 2 (Lu i Cidlowski, 2005). Kod pacova je do sad utvrdeno
prisustvo GRf u jetri (DuBois i sar. 2012) i plu¢ima i (Chengisar. 2018 ).

Kao Sto je ve¢ pomenuto, u odsustvu unutarcelijskih GC, GR se nalazi kao monomer u
citoplazmi u obliku multiproteinskog kompleksa. Sastav kompleksa se menja tokom
razlicitih stanja aktiviranja GR. Za GR se vezuju razliciti oblici proteina toplotnog Soka (engl.
heat shock proteins (Hsp40, 70, 90)). U prisustvu GC ovaj kompleks se odvaja od GR i
reorganizuje. Kada ude u nukleus, aktivirani GR moZe nastaviti da vrsi svoju funkciju. U jedru,
GR deluje kao TF koji moZe da aktivira (trans-aktivacija) ili inhibira (trans-represija) gen (Lu
i Cidlowski, 2005; Vandevyver i sar., 2014).

GR funkcioniSe tako Sto reguliSe ekspresiju gena koji reaguju na GC u pozitivnom ili
negativnom maniru. Procenjuje se da postoji izmedu 1,000 i 2,000 gena koji podlezu
regulaciji posredovanoj GR-om, a neke studije navode da je do 20% svih gena na neki nacin
kontrolisano od strane GR (Scheschowitsch i sar., 2017). Poznato je da GR ostvaruje i
negenomske efekte. Negenomski efekti ne zahtevaju delovanje na transkripciju mRNA ili
sintezu proteina i mogu se u Sirem smislu definisati kao (a) interakcija GC sa GR-om vezanim

za membranu (mGR), (b) interakcija GC-a sa citosolnim GR (cGR) i povezanim proteinima, i
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(c) interakciju GC direktno sa ¢elijskom membranama (Buckingham i sar., 2006; Panettieri i
sar., 2019; Vettorazzi i sar. 2021). Negenomska dejstva GC/GR su brza i ne zahtevaju
transkripciju ili sintezu proteina. GC deluju na lipide membrane ¢ime se menjaju njihove
fizicko-hemijske osobine. Dalje, takode je primec¢eno da GC deluju na membranski vezan GR
koji je povezan sa klasicnim GR i verovatno rezultira diferencijalno spajanje. Smatra se da
postoji jos jedan membranski receptor, koji nije povezan sa klasicnim GR. Ovaj protein je
verovatno G protein, koji deluje preko cAMP signalnog puta (Buttgereit i Scheffold, 2002;
Strehl i sar., 2011). JoS$ jedan vid delovanja GR je njegov uticaj na funkciju mitohondrija.
Pokazalo se da se GR moZe translocirati u mitohondrije. Mitohondrijski GR moZe da regulise
transkripciju gena mitohondrijskog hromozoma (Du i sar., 2009; Psarra i Sekeris, 2011;

Timmermans i sar., 2019).
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Slika 2.4. Aktivacija i
funkcija
glukokortikoidnih
receptora. GC difunduju
kroz ¢elijsku membranu, u
citoplazmi se vezuju za
glukokortikoidni receptor
(GR). Ovo indukuje
promenu u kompleksu
proteina vezanih za GR. GR
se translocira u jedro da
aktivira (+) ili inhibira (-)
transkripciju gena. GR
moZe transaktivisati gene
vezivanjem za GRE kao
dimer (1). Kao monomer
(3) moze se vezivati za
transkripcione faktore (TF)
ili za kompozitne elemente.
GR moze funkcionisati kao
tetramer (4), ali njegovi
efekti nisu poznati. GR
moze transrepresirati
ekspresiju gena vezivanjem
za obrnute ponavljajuce
sekvence (IR-GBS) (2).
Transrepresiju moze vrsiti
i kompeticijom za mesta
vezivanja transkripcionih
faktora za DNK (5),
sekvestracijom TF (6) i
kompeticijom za kofaktore
sa ostalim TF-ovima (7).
Preuzeto uz izmene
Timmermans i sar., 2019.
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2.2.4. Ritam sekrecije glukortikoida

Kao Sto je pomenuto, sekrecija glukortikoida u bazalnim uslovima, pokazuje izraZenu
vremensku regulaciju, kako pulsiraju¢om (ultradijalnom), tako i cirkadijalnom ritmi¢noscu.
Pik u oslobadanju glukokortikoida uglavnom je vezan za aktivnu fazu kod Zivotinja, odnosno,
javlja se rano ujutro kod dnevnih, i rano uvece kod no¢nih Zivotinja (Chrousos i sar., 1998).
Ovi ritmovi su paralelni sa ritmovima sekrecije ACTH, mada manje robusni i niZe amplitude
(Gudmundsson i Carnes, 1997). ACTH oslobadaju celije adenohipofize, vezuje se za receptore
melanokortina tipa 2 u kori nadbubreZne Zlezde i deluje na stimulisanje sinteze GC (Barrett
i sar., 2010). Oslobadanje ACTH zauzvrat stimuliSe sekrecija CRH, arginin vazopresin (AVP)
i oksitocin, koji se oslobadaju u portalni krvotok. Istrazivanja su pokazala da je i sekrecija
CRH ritmi¢na jer i mRNA ovog hormona pokazuje dnevne varijacije (Watts i sar., 2004).
Negativne povratne informacije posredovane GC vazne su za inhibiciju HPA ose i u bazalnim,
ali i u uslovima stresa. Studije na glodarima pokazale su dva vremenski razli¢ita odgovora na
negativne povratne informacije: brzi, negenomski odgovori koji traju nekoliko sekundi do
nekoliko minuta i spori genomski odgovori koji traju nekoliko sati. Brzi odgovor
podrazumeva inhibiciju sekrecije CRH i ACTH. Spor odgovor podrazumeva takode inhibiciju
sekrecije CRH ali i suzbijanje transkripcije ACTH prekursora pro-opiomelanokortina (POMC)
u Celijama kortikotrofa adenohipofize (Gjerstad i sar., 2018).

Smatra se da SCN kontroliSe cirkadijalni ritam lucenja GC. Kod glodara, lezija SCN
uzrokuje potpuni gubitak cirkadijalnog obrasca sekrecije kortikosterona (Kalsbeek i sar.,
2011). Medutim studije na pacovima koji su gajeni u konstantnom svetlu nekoliko nedelja,
pokazali su da se, iako je cirkadijalni ritam GC ukinut, odrZava njihov pulsatorni obrazac
sekrecije (Waite i sar., 2012). Ova zapaZanja dovela su do daljeg ispitivanja mehanizama
pomocu kojih se stvara i odrZava ritam sekrecije GC. Utvrdeno je da postoji neuskladenost
izmedu frekvencije pulsa CRH (3 impulsa na sat) i frekvencije pulsa ACTH i GC (~ 1 puls na
sat). Koristeci interdisciplinarni pristup matematickog modeliranja i eksperimentalni in vivo
rad sa pacovima, grupa naucnika dolaze do hipoteze da se ultradijalni ritam GC javlja
nezavisno od centralne kontrole hipotalamusa i da zavisi od dinamicnih interakcija

adenohipofize i nadbubreZne Zlezde (Walker i sar., 2010, 2012). Ovaj mehanizam zasnovan
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je na ACTH zavisnoj povratnoj sprezi koja reguliSe nadbubreZnu sintezu i sekreciju GC, i GC
negativnim povratnim informacijama koje reguliSu sekreciju ACTH na nivou prednje
hipofize. Ono S$to ovu povratnu vezu dovodi do pulsiraju¢e aktivnosti je postojanje
vremenskog kaSnjenja u sekretornom odgovoru nadbubrezne Zlezde kao odgovor na
stimulaciju ACTH, i u mehanizmu negativnih povratnih informacija koji inhibiraju sekreciju
ACTH na nivou hipofize. Budu¢i da GCs ne mogu biti unapred sintetisani i uskladiSteni u
nadbubreZnim steroidogenim ¢elijama zbog svoje lipofilne prirode, javlja se kasnjenje u
odgovoru (Walker i sar., 2015; Oster, 2017).

Glukokortikoidni hormoni se brzo sintetiSu i izlucuju iz nadbubrezne Zlezde kao
odgovor na stres. Akutni stresori indukuju aktivnost HPA, povecavaju¢i sintezu i sekreciju
GC. Nakon vezivanja za GRa, glukokortikoidi fazno menjaju ekspresiju nekoliko gena
casovnika, kao Sto su Perl i PerZ2, i resetuju periferne Casovnike, ali ne i centralni ¢asovnik,
jer je utvrdeno odsustvo GRa u SCN (Rosenfeld i sar., 1988; Balsalobre i sar., 2000). Stoga se
faza cirkadijalnog ritma perifernih casovnika pomera u odnosu na fazu centralnog ¢asovnika.
Nakon prestanka akutnog stresa, centralni casovnik moze resetovati periferne casovnike na
pocCetnu fazu u roku od nekoliko dana (Cheon i sar., 2013; Nicolaides i sar., 2017).

Pretpostavlja se da tokom hroni¢nog ili ponovljenog stresa, SCN pocinje da prima
indirektne povratne informacije o nivou GC iz perifernih tkiva koja eksprimiraju GRa, kao
S$to su jezgra raphe nukleusa, dorzomedijalno jezgro hipotalamusa i PVN. Tako na indirektan
nacin koji jo$ uvek nije u potpunosti razjasnjen dolazi do smanjenja ekspresija Per2 u SCN,
$to ukazuje na uticaj hroni¢nog stresa na funkciju SCN (Kinoshita i sar., 2012). Hroni¢ni stres
pokrece lucenje glukokortikoida u sistemsku cirkulaciju nezavisno od dnevnog regulisanja
osovine HPA, faza sekrecije glukokortikoida pomera se i resetuje periferne ¢asovnike Sto
dovodi do razdvajanja perifernog i centralnog ¢asovnika. Pretpostavka je da produZeni
adaptivni odgovor mozda nece dozvoliti vracanje pravilnog ritma perifernog ¢asovnika Sto
moZe dovesti do raznih patoloskih stanja (Nicolaides i sar., 2017). Lamia i sar. Predvideli su

da CRY proteini asovnika mogu da inhibiraju funkciju GR direktnim vezivanjem, $to dovodi
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do pitanja, kako ostale intereakcije koje se ostvaruju medu genima i proteinima ¢asovnika
mogu uticati na ritam GR (Lamia i sar., 2011)
Bazalno stanje Akutni stres Hroniéni stres

Akutni stresori } Hroniéni stresori

| (cLock ,1 } liirz@ &

) CRHIAVP ,‘/ //\ CRHIAVP ,‘/ £\ CRHIAVP
Lw /. ' l. Cb
ACTH / ACTH / | ACTH
,‘ : /
Smhromzacua\ Desmhromzacua \ Désinhronizacija
glukokortikoidi ;, ! glukokortikoidi ;l{ : glukokortikoidi

Slika 2.5. Molekularne interakcije izmedu (HPA) i sistema cirkadijalnog ¢asovnika u bazalnim
uslovima, uslovima akutnog i hroni¢nog stresa. Preuzeto uz izmene Nicolaides i sar., 2017.

2.2.5. Uticaj glukokortikoida na ¢asovnik

Utvrdeno je da je dnevni GCs ritam u plazmi izuzetno stabilan i odrZava se, kada su
ispitanici u mirovanju sa normalnim dnevnim aktivnostima (Kalsbeekisar., 2011). Medutim,
kao Sto je pomenuto, promene u cirkadijalnoj sekreciji GC nakon akutnog i hroni¢nog stresa
primecene su i kod ljudi i kod glodara (Miller i sar., 2007, 2008; Sterlemann i sar., 2008;

Kinoshita i sar., 2012; Cheon i sar.,, 2013). Nekoliko studija ukazuje da vreme primene
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stresora odreduje fizioloSki odgovor. Pacovi izloZeni buci tokom 10 minuta reagovali su
dodatnim oslobadanjem GC u vreme kad je endogeni bazalni nivo GC povecan, dok pacovi
izloZeni buci tokom 10 minuta nisu znacajno povecali nivo GC kada je bazalni nivo GC bio
nizak. Ovo bi moglo da ukazuje na to da bazalni ritam GC dinamicki komunicira sa
sposobnos¢u organizma da reaguje na stres. Pretpostavlja se da tokom sekretorne faze brzo
rastuci GC izazivaju brzu povratnu informaciju o oslobadanju ACTH iz hipofize Sto rezultira
inhibitornom fazom pulsa. Ova inhibitorna faza je kratkotrajna, Sto omogucava pokretanje
novog pulsa u kratkom vremenskom okviru (Lightman, 2008). Promene na izlazu
cirkadijalnog sistema mogu se pripisati bioloSkom ¢asovniku u SCN-u ili mogu nastati usled
promena izazvanih u perifernim oscilatorima. Smatra se da postoji direktan efekat GC-a na
periferne ¢asovnike. Resetovanje perifernih oscilatora posredovano GC moZe biti posebno
vazno u akutnim i hroni¢nim stresnim situacijama, jer organizam treba da prilagodi
aktivnost povezanu sa ritmom svog tela kako bi pravilno reagovao na stresor (Nader i sar.,

2010). Geni casovnika,
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s
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Slika 2.6. Interakcije izmedu glukokortikoida i povratne petlje sinteticki  glukortikoid
cirkadijanskog ¢asovnika preuzeto uz izmene iz Dickmeis i sar. 2013.

Deksametazon indukuje

ekspresiju Perl mRNA u kultivisanim fibroblastima pacova, kao i mRNA Bmall i Clock u

neutrofilima i limfocitima (Balsalobre i sar., 2000). Slicno tome, miSevi izloZeni akutnom

stresu pokazali su povecanu ekspresiju Perl u perifernim organima, poput jetre, srca i

bubrega (Yamamoto i sar., 2005). Suprotno tome, pokazano je da je transkripcija Rev-erba i

Rora smanjena usled delovanja sintetetickog glukokortikoida u tkivu jetre (Torra i sar.,

28



Marija Medar Doktorska disertacija

2000). Poslednje decenije spekuliSe se o tome da hronicni stres moze dovesti do trajne
desinhronizacije izmedu SCN i ¢asovnika u perifernim tkivima (Albrecht, 2010). Hroni¢ni
stres kod miSeva izmenio je ritmicku ekspresiju osnovnih gena casovnika, kao Sto su Clock,
Bmall, Perl i Cry1 u jetri, ali ne i SCN, Sto je doprinelo metabolickim poremecajima poput

rezistencije na insulin (Takahashi i sar., 2013).

2.3. Leydig - ove celije

Leydig - ove Celije su cCelije intersticijalnog tkiva testisa. Sisarski testisi smeSteni su
van abdominalne duplje, u skrotumu i ¢ine ih nevaskularizovani seminiferni tubuli i
vaskularizovano intersticijalno tkivo. Seminiferene tubule Cc¢ine Sertoli-jeve Ccelije i
germinativne Celije, okruZene peritubularnim mioidnim celijama. Intersticijum, je smeSten
izmedu seminifernih tubula i kao $to je ve¢ pomenuto, sadrzi Leydig-ove celije, ali i
testikularne makrofage, fibroblaste, krvne i limfne sudove i nerve. Utvrdeno je da u testisu
pacova seminiferne tubule iznose 82,4% zapremine, 15,7% zapremine je intersticijsko tkivo
i 1,9% je zapremina kapsule kojom je tkivo obmotano (Christensen i Fawcett, 1966; Mori i

Christensen, 1980).

Razli¢itost u veliCini i gradi Leydig-ovih ¢elija kod sisara zavisi od vrste i razvojnog
perioda (Kerr i Knell, 1988). NajvaZnija karakteristika Leydig-ovih Celija je produkcija
androgena, ¢ime one zauzimaju vrlo vaznu ulogu u kontroli fizioloskih procesa. Rani dokazi
o endokrinoj funkciji Leydig-ove cCelije su proizasli iz razli¢itih studija, joS poletkom
dvadesetog veka. 1929. je utvrdeno da je testosteron hormon koji luce €elija testisa, Leydig-
ove cCelije (Gallagher i Koch, 1929; Christensen, 2007). Da je funkcija Leydig-ovih celija
kontrolisana hipofiznim hormonima prvi put je demonstrirao Smith 1930. Kasnije su Hall i
sar. 1969. godine pokazali da se konverzija holesterola u testosteron deSava u Leydig-ovim

¢elijama (Duponti sar., 1993; Christensen i Peacock,1980; Christensen, 2007).

Kompleksna funkcionalna organizacija Leydi-govih ¢elija i njihovog okruZenja je u
skladu sa njihovom vrlo zna¢ajnom ulogom, odnosno produkcijom androgena. Medutim,
iako se godinama istrazuje, odredeni segmenti grade i funkcionalnosti, jos uvek nisu u

potpunosti razjasnjeni.
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2.3.1. Izvori holesterola u Leydig-ovim ¢elijama i proces steroidogeneze

U Leydig-ovim ¢elijama kao i u drugim steroidogenim tkivima kao Sto su nadbubrezne
zlezde, jajnici i placenta, holesterol se koristi kao prekursor tokom produkcije steroida,
odnosno steroidogeneze. Do sada su ustanovljena Cetiri potencijalna izvora holesterola za
steroidogenezu u Leydig-ovim Celijama: de novo sinteza, egzogeni holesterol iz lipoproteina,

skladiSteni holesterol estri i holesterol iz plazma membrane.

De novo sinteza holesterola od acetil-koenzima A (acetil-CoA) u Leydig-ovim ¢elijama,
deSava se u endoplazmaticnom retikulumu i ukljuCuje ve¢i broj enzimskih reakcija.
Holesterol koji je de novo sintetisan moze se koristiti za sintezu hormona ili moZe biti
skladiSten kao slobodni holesterol u membranama ili kao holesterol estar u vidu lipidnih
kapljica. Koli¢ina de novo sintetisanog holesterola nije dovoljna za funkcionisanje Celije, pa
Celije moraju obezbediti holesterol i na druge nacine (Azhar i Reaven, 2007; Wayne, 1990).
Leydig-ove celije holesterol unose procesom endocitoze uz pomo¢ LDL (engl. low-density
lipoprotein) receptora i ovo predstavlja neselektivni put unosa holesterola (engl “non -
selective” cholesterol uptake pathway) (Brown i Goldstein, 1986, Payne i Hardy, 2007).
Preuzimanje holesterola iz lipoproteina velike gustine (HDL) oznaCava se kao put
selektivnog unosa holesterola (engl. “selective” cholesterol uptake pathway). Ovo je osnovni i
najvazniji put dopremanja holesterol estara do steroidogenih tkiva kod ¢oveka i glodara
(Azhar i Reaven, 2007). Sve steroidogene Celije nastoje da deo holesterola sacuvaju u
njegovoj esterifikovanoj formi u vidu lipidnih kapi kao rezervu koja moZe biti kasnije
upotrebljena za odrzZavanje membrana, ali i kao supstrat za sintezu steroidnih hormona.
Holesterol estri se generiSu u endoplazmaticnom retikulumu posredstvom enzima acil-
CoA:holesterol-acil-transferaza i sa triacilglicerolom ugraduju se u centralni deo lipidnih
kapi. U ovom slucaju, kao i pri unosu holesterola preko receptora, da bi bio iskorisScen,
holesterol mora prvobitno biti preveden do slobodnog, aktivno$¢u enzima (Payne i Hardy,

2007).

U testisima, proces prevodenja holesterola u steroide u Leydig-ovih ¢elija hormonski
je regulisana putem hipotalamo-hipofizno-testikularne osovine. Osnova funkcionisanja ove

osovine je tonicna pulsatorna elektri¢na aktivnost hipotalamicnih neurona i posledi¢na
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sekrecija GnRH (gonadotropog hormona oslobadajuceg), koji reguliSe sekreciju
adenohipofiznih gonadotropin. Za regulaciju steroidogeneze u testisima odgovoran je
luteiniziraju¢i hormon (LH). Krajnji rezultat testikularne steroidogeneze, testosteron, putem
negativnih povratnih sprega na nivou hipotalamusa i adenohipofize, reguliSe sopstvenu

produkciju (Dufau i sar., 1971, Zirkin i sar. 2018).

Stimulisanje sinteze i sekrecije testosterona zapocCinje vezivanjem LH za receptore
visokog afiniteta na povrsini Leydig-ovih c¢elija (Catt i sar., 1972). Vezivanje LH za njegov
receptor dovodi do povecane proizvodnje ciklicnog adenozin 3’, 5’-monofosfata (cAMP)

5 (Dufau i sar., 1973). Efekat
Celijska membrana

{LH} LH ili cAMP je poveéanje
XP_) g transporta holesterola u

- unutrasnju membranu
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Slika 2.7. Biosinteza steroida u Leydig-ovim ¢elijama, preuzeto uz regrutuje  ACBD3  (engl.
izmene Payne i Youngblood, 1995 i MidZak i sar. 2009. TSPO-associated

acylcoenzyme A binding domain containing 3), Sto vodi ka regrutaciji PRKA-RIa (engl

protein kinase A regulatory subunit Rla). U prisustvu hormona indukovan je i StAR protein
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(engl. steroidogenic acute regulatory protein), koji se nakuplja na spoljasnjoj
mitohondrijalnoj membrani. StAR i VDAC intereaguju, PRKA lokalno fosforiliSe StAR Sto
dovodi do njegove povecane aktivnosti. Navedeni proteini su okarakterisani kao
transduceozom (engl. transduceosome) jer ucestvuju u prenesu cAMP do spoljasnje
mitohondrijalne membrane. VDCA i TSPO sa proteinima unutraSnje membrane, ATAD3
(engl. ATPase family AAA Domain-containing protein 3) i CYP11A1, predstavljaju deo
kompleksa koji se naziva metabolon, i ima za cilj transportovanje holesterola do CYP11A1

gde steroidogeneza pocinje (Zirkin i sar. 2018).

CYP11A1 (P-450scc) katalizuje cepanje bocnog lanca holesterola i kao krajnji
produkt nastaje steroid C21, pregnenolon (Fevold i sar., 1989).

HSD3B (3B-hidroksisteroid dehidrogenaza) je enzim koji moZe da kataliSe konverziju
A5 steroida u A4 steroide (pregnenolona u progesteron, 17a-hidroksipregnenolona u
17ahidroksiprogesteron, dehidroepiandrosterona u androstendion). Postoje dva puta
testikularne steroidogeneze. A5 put steroidogeneze u testisima dominantno je zastupljen
kod ljudi i viSih primata. A4 put testikularne steroidogeneze u testisima je dominantan kod
pacova. U Leydig-ovim celijama pacova HSD3B katalizuje konverziju pregnenolona u
progesteron. Progesteron se dalje transportuje kroz membranu mitohondrija do glatkog
endoplazmati¢nog retikuluma gde se C21 steroid konvertuje u C19 steroid (pregnenolona u
dehidroepiandrosteron ili progesterona u androstendion). Ova reakcija je katalisana
enzimom P450c17 (CYP17A1) i odvija se u dva koraka (Zirkin i sar. 2018). 17f3-
hidroksisteroid dehidrogenaza (HSD17B) kataliSe poslednji korak u biosintezi testosterona

odnosno konverziju androstendiona u testosteron (Payne, 1990, Payne i Hales, 2004).

2.3.3. Regulacija steroidogeneze u Leydig-ovim celijama

Kao S$to je pomenuto, steroidogeneza u Leydig-ovim Celijama je primarno regulisana
hipotalamo-hipofizno-testikularnom osovinom (engl. hypothalamo-pituitary-testicular axis
(HPT)). Pored toga, steroidogenezu reguliSu i koordinisana aktivnost nervnih, neuro-en-
dokrinih/endokrinih, parakrinih i autokrinih signalnih mehanizama (Payne i Hales, 2004).
Dakle, iako mnogi delovi mozga mogu uticati na reproduktivnu funkciju, hipotalamus se

moZe smatrati kona¢nim zajednickim putem kroz koji se vrsi kontrola sekrecije androgena.
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Aktivnost HPT osovine zavisi od toni¢ne pulsatorne elektricne aktivnosti neurona hipotal-
amusa Sto dovodi do sekrecije gonadotropnog-oslobadajuceg hormona GnRH (engl. Gonad-
otropin-Releasing Hormone (GnRH)). GnRH sekrecija je zavisina od aktivacije GPR54 recep-
tora, koji se nalaze na povrSini GnRH neurona. GPR54 receptore aktivira kispeptin. Kispeptin
sintetiSu neuroni smesteni u arkuatnom nukleusu (ARC), periventralnom nukleusu, ante-
roventralnom periventralnom nukleusu (AVPV) i anterodorzalnom preoptickom nukleusu.
Aktivacijom receptora GPR54 dolazi do sinteze GnRH, koji biva transportovan duz aksona i
cuva se u nervnim zavrSecima eminencije medijane, odakle se pulsatorno oslobada u portalni
krvotok. Kao rezultat sekrecije GnRH gonadotropne c¢elije adenohipofiza sekretuju oba gon-
adotropina, luteiniziraju¢eg (LH) i folikulostimuliraju¢eg hormona (FSH), a koji ¢e od njih
biti stimulisan zavisi od frekvence oslobadanja GnRH (Payne i Hardy, 2007).

Gonadotropin-inhibitornim hormonom (GnIH) deluje na hipofizu i na GnRH neurone
u hipotalamusu preko G protein vezanog receptora (GPR147). GnlH smanjuje sintezu i
oslobadanje gonadotropina, inhibirajuéi razvoj i odrzavanje gonada. Nedavni dokazi dalje
ukazuju da GnIH deluje na nivou gonada kao autokrini/parakrini regulator steroidogeneze i
gametogeneze. Istrazivanja sugeriSu da GnlH, takode deluje i uzvodno od GnRH sistema i na
nivou gonada kako bi na odgovaraju¢i nacin regulisao reproduktivnu aktivnost tokom
godiSnjih doba i tokom stanja kao Sto je stres (Tsutsui i sar. 2012).

LH svoju aktivnost ispoljava tako Sto se vezuje za LH receptor (LHR) na membrani
Leydig-ovih ¢elija. LH receptor ima sposobnost da veZe i humani horionski gonadotropin
(hCQG). Vezivanje LH za LHR na membrani Leydig-ovih €elija predstavlja stimulus za produk-
ciju testosterona. Testosteron proizveden u Leydig-ovim Celijama zajedno sa FSH ima ulogu
u regulaciji spermatogeneze preko Sertolijevih Celija. Testosteron, takode, preko negativne
povratne sprege, reguliSe eksprimiranje kispeptina na nivou arkuatnog nukleusa i AVPV,
GnRH na nivou hipotalamusa i LH na nivou hipofize (Dufau, 1988; Saez, 1994; Payne i Hales,

2004; Andric i Kostic, 2019).
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2.3.3.1. Uloga cirkadijalnog casovnika u regulaciji steroidogeneze u Leydig-ovim
celijama

Poznato je da pik nivoa testosterona gotovo uvek prati pik nivo sekrecije LH (Sanford
isar.,, 2011). Prilikom merenja koncentracija LH i testosterona u cirkulaciji adultnih muska-
raca utvrdeno je da se pik testosterona uglavnom javlja oko 45 minuta nakon pika LH (Veld-
huis i sar., 1987). Pokazano je da su generatori ovih pulseva smesteni u hipotalamusu i pre-
optickoj regiji i da regulisSu oslobadanje GnRH u hipotalamo-hipofizni portni sistem ¢ime se
implicira oslobadanje LH (Bergendahl i sar., 1996). Odgovor Leydig-ovih ¢elija na LH zavisi
od njegovog pulsatornog obrazca sekrecije, koji aktivira signale puteva u Leydig-ovim ¢eli-
jama pa time i oslobadanje testosterona (Bittman, 2016). Funkcionisanje ovog pulsatornog
sistema mozZe biti izmenjen u stresu, tokom starenja, prilikom poremecaja u ishrani,
metabolickim ili sistemskim bolestima, Sto svakako utiCe i na vreme pika testosterona (Ber-
gendahl i sar., 1996).

Kod ljudi pik sekrecije testosterona je na pocetku svetle faze (Brambilla i sar., 2009).
Kod adultnih pacova, Keating i Tcholakian (1979) su pokazali da je nivo testosterona najveci
tokom noci, a najnizi u ranim jutarnjim ¢asovima (Keating i Tcholakian, 1979). Rezultat
potpuno suprotan ovome dobili su Thorpe i sar. (2012), dok su Mock i sar. (1978) dobili
rezultate sa pikovima testosterona u sredini dana, vecernjim ¢asovima i sredini no¢i (Mock i
Frankel, 1978; Thorpe i sar., 2012). Baburski i sar. pokazali su da je pik testosterona u sredini
dana neposredno pred ili na pocetku tamne faze (Baburskiisar., 2019, 2016, 2015). Kao $to
je ranije navedeno na ovakve rezultate mogu uticati razna stanja u kojem se organizam
nalazi, medutim, ono $to i dalje nije potpuno razjasnjeno jeste pitanje da li na ovakve razlike
u vremenu pika testosterona iskljucivo utic¢e centralni oscilator i ritam sekrecije LH ili ulogu
ima i periferni casovnik u samim ¢elijama. Testis se Cesto navodi kao izuzetak od pravila
funkcionisanja molekularnih ¢asovnika. Za razliku od nekih drugih organa eksprimiranost
gena casovnika u testisima viSe je konstantna nego ritmic¢na, tako da prema nekim autorima,
funkcionisanje Casovnika u ovom organu odstupa od klasi¢nog (Alvarez i sar., 2003).
[straZivanja na Leydig-ovim celijama pokazala su, medutim cirkadijalan obrazac sekrecije

glavnih gena ¢asovnika (Baburski i sar., 2016, 2015).
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Do sada je pokazano da kod pacova geni Casovnika (Bmall, Perl, Per2, Per3, Cryl,
Cry2, Rev-erba, Rev-erbb, Rorb) kao i geni ukljuCeni u proces steroidogeneze (Nur77, Star,
Cypl7al, Cypllal) imaju ritmicke ekspresije u Leydig-ovim celijama (Baburski, 2015;
Baburski, 2016). Knock-out BMAL1 Zivotinje pokazale su znacajno smanjen nivo mRNK Per2,
Nr1d1, Dbp, Star, Sfl1, Nur7, dramati¢no smanjen nivo proteina StAR i HSD3B2 kao i
produkcija testosterona. Suprotno tome, prekomerna ekspresija BMAL1 znacajno je
povecala nivoe ekspresije mRNK i proteina StAR i HSD17B3 i poboljsala proizvodnju
testosterona (Alvarez i sar., 2008; Xiao i sar., 2010). Eksperimentima je takode utvrdeno su
da je BMAL1, aktivirao transkripciju HSD17B3 ex vivo (Xiao i sar., 2010.). Farmakoloskom
blokadom Per1 u ¢elijskoj liniji humanih nadbubreznih Zlezda NCI-H295R, pokazano je da
Perl reguliSe ekspresiju Hsd3b ex vivo. Ovi rezultati su potvrdeni in vivo: miSevi sa
smanjenom ekspresijom Perl imali su smanjene nivoe aldosterona u plazmi i smanjenu

ekspresiju mRNA Hsd3b (Richards i sar., 2013).

Tabela 2.1. Uticaj delecije gena casovnika na reprodukciju kod muskog pola.

Gen Vrsta Efekat Referenca
Nizak testosteron i visok LH u serumu.

Bmall (-/-) Mis Redukcija ekspresije steroidogenih gena. Alvarez, 2008.

Redukcija boja spermatozoida.

Bmall (-/-) Mis Skracen Zivotni vek. Kondratov, 2006

Leydig-ove Smanjena ekspresija steroidogenih gena i

Bmall (-/-) | Celije jarca proteina. Xiao, 2021

Smanjena fertilnost spermatozoida.

iy Promene u nivou testosterona.
Clock(-/~) Mis Dolatshad, 2006.

Smanjena aktivnost akrozina.

Smanjena plodnost.

[zmenjena ekspresimiranost gena ukljucenih
Cryl (-/-) Mis Li, 2018
u spermatogenezu.
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2.3.3.2. Uticaj glukortikoida na regulaciju steroidogeneze u Leydig-ovim ¢elijama
Brojne studije pokazale su da glukokortikoidi inhibiraju steroidogenezu in vivo

(Doerr i sar., 1976; Briski i Sylvester, 1991; Maric i sar., 1996; Daniel i Newell-Price, 2015).

Takode je pokazano da glukokortikoidi inhibiraju steroidogenezu ex vivo u Leydig-ovim

¢elijama (Chen, 2013).

Glukokortikoidi na Leydig-ove celije testisa deluju direktno, putem vezivanja za
glukokortikoidni receptor (GR). Brojne studije su pokazale da GC direktno inhibiraju
transkripciju gena koji kodiraju enzime ukljuene u steroidogenezu, ¢ime dovode do
smanjenja nivoa testosterona u serumu. Primecena je inhibicija transkripcije Cyp11al, Star,
kao i Cyp17al gena (Hales i Payne, 1989; Payne, 1990; Wang i sar., 2000). Xiao i sar. su u
svom ex vivo istrazZivanju na primarnoj kulturi progenitornih Leydig-ovih ¢elija potvrdili ove
rezultate i primetili smanjenu ekspresiju Hsd3b gena usled delovanja sintetskih
glukokortikoida (Xiao i sar., 2010). Zanimljivo je da promotori nekih od ovih steroidogenih
gena inhibirani glukokortikoidima ne sadrZe GRE, Sto moZe sugerisati postojanje indirektnih
mehanizama regulacije. Stepen u kom GC inhibiraju funkciju Leydig-ovih Celija u korelaciji je
sa unutarcelijskom koncentracijom GC i oksidativnom aktivno$éu HSD11B, enzima koji
katalizuje i oksidativne i reduktivne reakcije glukokortikoida. Postoje dve izoforme HSD11B
pomocu kojih Leydig-ove Celije reguliSu unutarcelijsku koncentraciju nivoa glukokortikoida.
HSD11B1 u Leydig-ovim celijama ima ulogu dehidrogenaza, dok je HSD11B2 oksidativni
enzim. U stresnim okolnostima, oksidativni kapacitet HSD11B1 u Leydig-ovim ¢elijama moZe
biti premasen visokim nivoom glukokortikoida $to dovodi do suzbijanja biosinteze
testosterona. Postoje studije o dinamickoj sprezi izmedu HSD11B1 i drugih enzima
odgovornih za biosintezu testosterona. HSD11B1 enzim obezbeduje redoks potencijal za
enzime CYP17A1 i HSD17B3. Ovo bi takode moglo objasniti brze efekte glukokortikoida na
smanjenu produkciju testosterona (Ge i sar., 1997, 2005). Takode, pokazano je da smanjena
produkcija testosterona moZe biti rezultat brzih negenomskih mehanizama delovanja
glukortikoida. Primena sintetskih glukokortikoida dovela je do smanjenja nivoa cAMP u roku
od 15 minuta, dok je pad nivoa testosterona uocen posle 30 minuta. Pretpostavlja se da je
ovakav brz odgovor zapravo rezultat delovanja membranskog GR (Hu i sar., 2008). Pored

toga Sto inhibiraju sintezu androgena, (Gao i sar. 1996), poznato je i da glukokortikoidi mogu
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da dovedu i do apoptoze Leydig-ovih cCelija, ¢cime uti¢u na stresom-indukovanoj smanjenoj

sintezi testosterona (Gao i sar. 2002; Xiao i sar. 2012).

Takode, kao Sto je ve¢ pomenuto direktan efekat GC-a na periferne casovnike u
Leydig-ovim Celijama je vrlo verovatan. Pretpostavka je da se efekti GC na steroidogenezu
delimi¢no ostvaruju i putem regulacije gena ¢asovnika kao i gena koji kodiraju enzime
ukljucene u steroidogenezu. Zbog toga je vazno definisati odnose izmedu stres-reaktivnog
odgovora Leydig-ovih ¢elija, ukljucuju¢i delovanje GC, i organizacije biosinteze testosterona
na vremenskoj skali. Pogotovo $to poremecaji tih odnosa, povezani sa poremecajima ritma,
mogu imati za posledicu smanjenu reproduktivnu sposobnost jedinke. Studije koje izucavaju
efekte poremecaja ritma na reproduktivnu sposobnost jedinke su nepohodne i imaju veliki
doprinos ne samo u otkrivnju molekularnih mehanizama funkcionisanja organizma, ve¢

mogu imati znacaj i u prevenciji mnogih reproduktivnih problema.
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3. Ciljevi
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Imajuci u vidu znacaj cirkadijalnog c¢asovnika u funkcionisanju organizma, kao i
njegovu ulogu u odrzavanju reproduktivne sposobnosti, vrlo je bitno utvrditi na koji nacin
mehanizmi casovnika funkcioniSu u uslovima poremecene homeostaze. Istrazivanja u okviru
ove doktorske disertacije su osmisljena sa ciljem da se ispita hipoteza o regulatornom uticaju
glukokortikoida na cirkadijalnu aktivnost Leydig-ovih ¢elija. Sa tim u vezi postavljeni su

sledeci ciljevi:

Ispitati efekte glukokortikoida na obrazac ekspresije gena ¢asovnika, gena povezanih
sa steroidogenezom, kao i drugih gena od znacaja za endokrinu funkciju Leydig-ovih celija

na modelima:

- akutnog i ponavljanog stresa;
- muZjaka pacova tretiranih sintetskim glukokortikoidima;

- primarne kulture celija.

Ispitati posredovanje glukokortikoidnog receptora u promeni cirkadijalnog obrazca

genske ekspresije koriste¢i modele in vivo intratestikularne i ex vivo receptorne blokade.

Utvrditi  korelaciju izmedu cirkadijalne fluktuacije glukokortikoida i

glukokortikoidnog receptora u Leydig-ovim ¢elijama i transkripcije ispitivanih gena.

Analizirati efekte stresom izazvanog porasta glukokortikoida na transkripciju gena

povezanih sa ¢asovnikom i steroidogenezom u zavisnosti od diurnalnog vremena.

Na osnovu dobijenih rezultata i literaturnih podataka, definisati moguc¢i mehanizam
delovanja glukokortikoida na cirkadijalni ¢asovnik i elemente steroidogeneze u Leydig-ovim

¢elijama.
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4. Materijal i metode
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Ogledi ukljuceni u izradu ove doktorske disertacije izvedeni su u Laboratoriji za
Hronobiologiju i starenje i Laboratoriji za Reproduktivnu endokrinologiju i signaling,
Prirodno-matematickog fakulteta, Univerziteta u Novom Sadu. Eksperimenti su finansirani
kao deo projekta ministarstva (Ol 173057) i Civ-CERES, kao i projekata APV (3822 i 2130).
Ogledi su odobreni od strane lokalnog Etickog komiteta Univerziteta u Novom Sadu (broj
odobrenja: [-2011-02, 111-2011-04, 01-201/3, 11-2020-01-02) i Ministarstva poljoprivrede,
Sumarstva i vodoprivrede Republike Srbije - Uprava za veterinu (broj reSenja: 323-07-0-
00345/2020-05) i izvedeni u skladu sa uputstvom o gajenju, c¢uvanju i upotrebi
laboratorijskih Zivotinja Nacionalnih instituta za zdravlje u USA (National Institute of Health
Guide for the Care i Use of Laboratory Animals; NIH Publications No. 80 23, revised 1996, 7th

edition).

4.1. Hemikalije

Serum Anti-testosteron-11-BSA No. 250 je dobijen ljubaznos¢u Gordon D. Niswender,
Colorado State University, Fort Collins, CO. (1,2,6,73H(N))-testosteron je kupljen od Perkin-
Elmer Life Sciences (www.perkinelmer.com). Dekstran T-70 je kupljen od Pharmacia
(www.pfizer.com), a aktivni ugalj kupljen je od kompanije Serva (www.serva.de). Hemikalije
koje su koriS¢ene za SDS-PAGE elektroforezu, akrilamid/bis-akrilamid, N,N,N’,N’-
tetrametiletilen-diamin (TEMED), amonijum persulfat i Commassie boja za proteine (CBB)
kupljene su od Sigma-Aldrich (www.sigmaaldrich.com), pufer za pripremu uzoraka za SDS
elektroforezu (loading pufer) kupljen od Quality biological inc. (Gaitherburg, MD, SAD)
(www.qualitybiological.com). Inhibitor fosfataza kupljen je od Calbiochem (La Jolla, CA, USA)
(www.emdmillipore.com). Supstrat za detekciju Western blot, SuperSignal West Pico
Chemiluminescent  kupljen je od kompanije @ PIERCE (Rockford, @ USA)
(www.thermofisher.com). Medijum DMEM-F12, medijum 199 koji sadrZi Earle so i L-glutamin
(M199), govedi serum albumin (BSA, frakcija V), etilendiamintetra-acetatna kiselina (EDTA),
HEPES, fosforna kiselina, perkol, ditiotritol (DTT), kolagenaza (engl. Collagenase, Type 1A) iz
Clostridium histolyticum, rastvor tripan plavog (Trypan Blue 0,4 %), 3-glicerofosfat, tergitol

(Niaproof 4, tip 4), leupeptin, aprotinin, etidijum-bromid i agaroza kupljeni su od kompanije
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Sigma (St. Louise, MO, SAD) (www.sigmaaldrich.com). Kombinacija penicilin/streptomicin je
kupljena od Capricorn Scientific (www.capricorn-scientific.com).

Trizol koriS¢en za izolaciju RNA je kupljen od Sigme, St Louis, MO (www.sigmaaldrich.com).
Komplet za izolaciju ukupne RNK (Rneasy kit) kupljen je od kompanije Qiagen
(www.qiagen.com). Komplet za pripremu cDNK (High- Capacity cDNA Reverse
Transcryption Kit) kupljen od kompanije Applied Biosystems (www.thermofisher.com).
TagMan Low Density Rat PDE Panel, TagMan Universal PCR Master Mix i Power SYBR Green
PCR Master Mix su kupljeni od Applied Biosystems (www.appliedbiosystems.com), dok su
prajmeri za real-time PCR (RQ-PCR) kupljeni su od Integrated DNA Technologies

(www.dnatechnologies.com).

4.2. Eksperimentalne Zivotinje

U radu su kori$¢eni iskljucivo adultni muZjaci belih pacova soja Wistar, starosti 3-4,
meseca i telesne teZine 250-400 g. Zivotinje su uzgajane u gajilistu Departmana za biologiju
i ekologiju, Prirodno-matematickog fakulteta, Univerziteta u Novom Sadu, pri standardnim
laboratorijskim uslovima kontrolisanog osvetljenja (14h svetlo/10h mrak, pri ¢emu je svetlo
ukljucivano ujutru u 6h ili 7h) i kontrolisane temperature od 22+2 °C. Wistar pacovi sunoc¢ne
Zivotinje sa periodom aktivnosti tokom no¢i. Hranjene su standardnom peletiziranom
laboratorijskom hranom za pacove (Veterinarski zavod, Subotica). Hrana i voda su bili

dostupni ad libitum.

4.3. Eksperimentalni modeli

U cilju definisanja uloge glukokortikoida u modulaciji cirkadijalnog ¢asovnika u
steroidogenim ¢elijama analizirani su rezultati pet in vivo i jedanog ex vivo eksperimentalnog
modela:

(1) Eksperimentalni model akutnog psihofizickog stresa primenom imobilizacije
(IMO) u razli¢itim vremenskim tackama u toku 24h;

(2) Model 10 puta ponovljene IMO u razli¢itim vremenskim tackama u toku 24h;

(3) Akutna IMO na pocetku svetle faze pracena analizom ritmicke steroidogene

sposobnosti u satima nakon IMO tretmana;
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(4) Model tretmana sintetickim glukokortikoidom na pocetku svetle faze i pracenje
ritmicke steroidogene sposobnosti u satima nakon IMO tretmana;

(5) In vivo, intratestikularna blokada glukokortikoidnog receptora pracena IMO
tretmanom.

(6) Ex vivo tretman primarne kulture Leydig-ovih ¢elija sa agonistom
(Hydrocortisone) i antagonistom (RU486) glukokortikoidnog receptora i pracenje
eksprimiranosti elemenata ¢asovnika u Leydig-ovim Celijama.

Primenjivana IMO je izvrSena kako je prethodno opisano (Kvetiiansky i Mikulaj, 1970;
Kostic i sar., 1997). Pacovi su se svakodnevno prilagodavali na hvatanje tokom perioda od 3
nedelje pre eksperimenata. Imobilizacija podrazumeva fiksaciju ekstremiteta u ekstenziji za
drvenu plocu, pomoc¢u kanapa, pri ¢emu je Zivotinja dorzalno postavljena i pokreti glavom
nisu ograniceni. Pacovi koji su se slobodno kretali predstavljali su kontrolnu grupu u svim
eksperimentalnim modelima. Sve aktivnosti tokom tamne faze obavljane su pod crvenim
svetlom. Nakon eksperimenata izvrSena je eutanazija Zivotinja dekapitacijom. Nakon
dekapitacije Zivotinja, sakupljana je krv iz koje je dobijen serum, koji je koristio za merenje
nivoa hormona, uzimani su uzorci testisa iz kojih su izolovane Leydig-ove Celije i uzorci
adenohipofiza. Iz uzoraka Leydig-ovih Celija i adenohipofiza je dobijena RNK koja je posluZzila
za analizu relativne eksprimiranosti gena pomocu RQ-PCR. Uzorci Leydig-ovih celija i
adenohipofiza koriS$¢eni su i za analizu nivoa proteina pomoc¢u “Western blot” metode . Za
sve in vivo eksperimente, pacovi su nasumic¢no podeljeni u kontrolne i eksperimentalne
grupe u 3 ili 4 vremenske tacke u toku 24h. Grupe su bile sacinjene od 5 ili 6 Zivotinja.
Prethodno dobijeni rezultati israzivanja u okviru Laboratorije za hronobiologiju i starenje
pokazala su da su ovako formirane grupe pacova dovoljne za izraCunavanje parametara
cirkadijalnog ritma (Baburski i sar., 2015; 2016; 2019). Veli¢ina uzorka proverena je
upotrebom i softvera “G Power Analysis”

(http://core.ecu.edu/psyc/wuenschk/Power.htm). Ex vivo ogled ponovljen je tri puta.

4.3.1. Eksperimentalni model akutnog psihofizickog stresa primenom IMO u
razli¢itim vremenskim tackama u toku 24h
Radi analiziranja uticaja akutne IMO na cirkadijalnu aktivnost Leydig-ovim Ccelija,

pacovi su bili izloZeni IMO tokom 3h u razli¢itim periodima tokom 24h (ZT0-3,ZT8-11, ZT14-
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1717T20-23; ZTO0 je vreme kada je svetlo ukljuceno) (SI. 4.1). Kontrolnu grupu u ovom kao i
svim ostalim eksperimentalnim modelima, sa¢injavale su Zivotinje koje nisu uznemiravane i

mogle su slobodno da se krecu.

B EEEEEEE EEE  mEm miE
A 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

L1 ). ] ‘) . " L)

Kontrolna LY 0 A0 Y ALI0
grupa - = =
Eksperimentalna [‘1[].1 [F .] [‘1 .l m
grupa ' 0 U /
[N Period stresa

Slika 4.1. Model 10 puta ponovljene IMO u razli¢itim vremenskim tackama u toku 24h. Kreirano

pomocu Biorender.com

4.3.2. Eksperimentalni model 10 puta ponovljene IMO u razlic¢itim vremenskim
tackama u toku 24h

Radi ispitivanja efekata ponovljenog stresa, na cirkadijalnu aktivnost Leydig-ovih
¢elija, pacovi su izlagani IMO 3 sata dnevno, tokom 10 uzastopnih dana u razli¢itim

periodima dana (ZT0-3, ZT8-11 i ZT20-23; ZTO0 je vreme kada svetlo uklju¢eno) (SI. 4.2).

I_l [ I ﬁ_
ZI 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

L) v, i v, ' Ly

Kontrolna A
grupa

Eksperimentalna [‘ 10 dana [- 10 dana [‘1 10 dana
grupa ponovljeni stres ponovljeni stres ] ponovljeni stres

I Period stresa

-

Slika 4.2. Eksperimentalni model 10 puta ponovljene IMO u razli¢itim vremenskim tackama u toku
24h. Kreirano pomo¢u Biorender.com
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4.3.3. Eksperimentalni model primene akutne IMO na pocetku svetle faze pracene
analizom ritmicke steroidogene sposobnosti u satima nakon IMO tretmana;

Radi ispitivanja efekta jutarnjeg akutnog stresa na ritmi¢nu aktivnost Leydig-ovih
Celija, primenjena je IMO u periodu ZTO0-3. Ritmicka steroidogena sposobnost pracena je

odmah posle, kao i u satima nakon IMO (ZT3,ZT11,ZT17 i ZT23).

T T T T ——
ZT 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Kontrolna ) Or o B
grupa

Eksperimentalna r"‘ o
grupa .U el Vi
W Period stresa

Slika 4.3. Eksperimentalni model primene akutne IMO na pocetku svetle faze pra¢ena analizom

ritmicke steroidogene sposobnosti u satima nakon IMO tretmana; Kreirano pomoc¢u Biorender.com

4.3.4. Ekperimentalni model tretmana sintetickim glukokortikoidom na pocetku
svetle faze i pracenje ritmicke steroidogene sposobnosti u satima nakon tretmana

Da bi ispitali da li glukokortikoidi imitiraju efekte IMO na cirkadijalnu aktivnost
Leydig-ovih Celija, pacovi su oralno tretirani Dexason-om (Dexason, Galenika, SRB; 0,01 mg
/50 uL. / 100 g BV) u ZTO0 i efekti su analizirani nakon tretmana u ZT3,ZT11, ZT17, odnosno
ZT23. Kontrolni pacovi su istovremeno oralno dobijali 50 pL vode. Radi analiziranja uticaja
Dexason-a na spontanu lokomotornu aktivnost (deset dana pre i Cetiri dana posle tretmana),
pacovi su smeSteni u pojedinacne kaveze sa sistemom tocka za tréanje koji je povezan sa
uredajem za detekciju broja obrtaja. Sistem je podesen da beleZi okrete tocka koje je Zivotinja
napravila svakih 6 minuta. Zivotinje su u pojedina¢ne kaveze sa sistemom tocka za tréanje
smesStene deset dana pre tratmana, a njihova aktivnost prac¢ena je do tri dana nakon tret-

mana. Doza Dexason-a je odredena na osnovu pribliZnog nivoa glukokortikoida u krvi nakon
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stresa, prema rezultatima koju se publikovali Hales i Payne, 1989, Rengarajan i Balasubra-

manian, 2008, Andric i sar. 2013.

ll | i | I i i | | | —
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Slika 4.4. Ekperimentalni model tretmana sintetickim glukokortikoidom na pocetku svetle faze i
pracenje ritmicke steroidogene sposobnosti u satima nakon tretmana. Kreirano pomoc¢u Biorender.com

4.3.5. Eksperimentalni model In vivo, intratestikularne blokade glukokortikoidnog
receptora pracena IMO tretmanom

Kako bi analizirali znacaj glukokortikoidnog receptora u Leydig-ovim ¢elijama u
promena uzrokovanih usled primene IMO, u testise eksperimentalnih Zivotinja je 12h pre
IMO iniciran RU486, antagonista GR/PR, 20 pg/20uL). Uzorci krvi i tkiva su sakupljeni
neposredno po zavrSetku IMO. Kontrolne Zivotinje su primile 20 uL. DMSO/testisa u isto
vreme kada i eksperimentalne Zivotinje RU486, kako je ranije opisano (Stojkov, 2012,

Andric, 2013).

4.3.6. Eksperimentalni model ex vivo tretmana primarne kulture Leydig-ovih ¢elija sa
agonistom (Hydrocortisone) i antagoniste (Mifepristone, RU486) glukokortikoidnog
receptora

Da bi se dobili podaci o direktnom uticaju glukokortikoida na periferni casovnik i
steroidogenezu Leydig-ovih Celija, izvrSen je ex vivo ogled. Leydig-ove Celije su izolovane iz
testisa odraslih pacova i zasadene u petri ploCe (3x10¢ Leydig-ovih ¢elija/ 55 mm ili 5 x 106
Leydig-ovih celija/90 mm). Nakon perioda odmora, Celije su sinhronizovane (resetovane)

dodatkom inkubacionog medijuma koji sadrzi 10% fetalni serum teleta (DMEM/F12 -
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10%FBS). Nakon 4h inkubacije u COz inkubatoru pri temperaturi od 34 °C, medijum je za-
menjen sa stimulacionim medijumom. Leydig-ove celije su tretirane sa Hydrocortison-om
(100 nM), RU486 (1 pM) ili njihovom kombinaciom, tokom 3 sata. Nakon tretmana Leydig-
ove cCelije su isprane i uskladiStene na -80 °C za izolaciju RNK. Doza Hydrocortisone-a
koris¢ena u ex vivo eksperimentima odabrane su na osnovu pribliZznog nivoa glukokortikoida
u krvi nakon stresa, prema rezultatima koju se publikovali Hales i Payne, 1989, Rengarajan i

Balasubramanian, 2008, Andrici sar. 2013.

4.4. Odredivanje koncentracije hormona

Odredivanje koncentracije androgena (T+DHT) vrSeno je radioimunoloSkom
analizom (RIA) (Kostic i sar., 1997). Prilikom odredivanja koncentracije testosterona u
uzorcima nije vrseno razdvajanje testosterona (T) od DHT. Kako koris¢eni anti-testosteron-
11-BSA serum No. 250 pokazuje visok stepen unakrsne reakcije sa DHT (100 %), dobijene
vrednosti predstavljaju sumu T+DHT. Neophodno je napomenuti da je kod odraslog muzjaka
pacova koncentracija T skoro 20 puta veca od koncentracije DHT (Punjabi i sar., 1983).
Preciznost RIA metode za testosteron bila je 6 pg/epruveti, a koeficijent varijacije u okviru
jedne analize 5-8 %. Za nivoe kortikosterona u serumu koriS¢en je EIA komplet
kortikosterona (Caimanchem, Michigan, USA) sa 30 pg/ml kao najniZi standard (Stojkov i
sar. 2012). Nivo glukoze u serumu procenjen je koriS¢enjem sistema za merenje glukoze

BAIER Contour plus (Baier, Basel, Svajcarska; opseg merenja 0,6-33,3 mmol/1).

4.5. Priprema primarne Kulture Leydig-ovih ¢elija

Nakon izolovanja testisa iz tela pacova, testisi su dekapsulirani, i uklonjen je glavni
krvni sud. Testikularni preparati izolovani iz jedne Zivotinje (levi i desni testis) postavljeni
su u epruvete zapremine 50 ml, u koje je prethodno dodato 3 ml medijuma M199,
obogacenog sa 20 mM HEPES, 0,25 mg/ml kolagenaze i 1,5 % BSA (M199-1,5% BSA). Tako
pripremljen uzorak inkubiran je 15 min u vodenom kupatilu sa opcijom meSanja, pri
temperaturi od 34 °C i oscilacijama od 120 ciklusa/minuti. Tokom ove inkubacije, dejstvom
kolagenaze, vrSena je razgradnja vezivnog tkiva i oslobadanje intersticijalnih Celija testisa.

Reakcija kolagenaze zaustavljena je dodavanjem 40 ml hladnog M199 medijuma koji je
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sadrzao 0,5 % BSA (M199-0,5% BSA) i stavljanjem epruveta u led. Odvajanje seminifernih
tubula od intersticijuma testisa vrseno je filtracijom kroz najlon mreZzu (Mesh No.100) u nove
epruvete (50 ml) koje su potom centrifugirane 5 min na 160g. Nakon centrifugiranja dobijeni
talog resuspendovan je u 4 ml medijuma DMEM/F12 (sa dodatkom penicilina (100 [U/ml) i
streptomicina (100 pg/ml)) po testisu. U ovako dobijenoj suspenziji intersticijalnih Celija,
pored Leydig-ovih ¢elija (15-18 %), prisutni su i makrofagi, kao najbrojniji (14-20 %), i u
manjoj meri Celije endotela, fibroblasti, peritubularne Celije, germinativne ¢elije, eritrociti,
limfociti i ¢elije vezivnog tkiva (Niemi i sar., 1986).

Primarna kultura Leydig-ovih ¢elija dobijena je preciS¢avanjem suspenzije
intersticijalnih ¢elija pomoc¢u diskontinualnih perkolnih gradijenata. Postupak purifikacije
zasnovan je na osnovnim principima gradijentnog centrifugiranja, tokom kojeg se Leydig-
ove Celije pozicioniraju u sloju koji najviSe odgovara njihovoj specifi¢noj gustini. Kolone na
kojima su razdvajane celije pripremljene su naslojavanjem po 2 ili 3 ml rastvora perkola
razliCite gustine u plasticne epruvete zapremine 12 ml i to pocevsi od najvece gustine (1,080
g/ml), paredom po opadajucoj vrednosti gustina, sve do najmanje (1,045 g/ml). Nakon toga,
na vrh kolona naneto je po 4 ml (35-40 x 106) suspenzije intersticijalnih ¢elija. Epruvete sa
¢elijama na gradijentima perkola centrifugirane su 28 min/1100g, na sobnoj temperaturi.
[zdvajanje Leydig-ovih celija uoceno je u slojevima izmedu 1,065/1,080 i 1,045/1,065
perkolnog gradijenta. Ove frakcije sakupljene suiisprane od ostataka perkola sa medijumom
M199-0,1% BSA, a zatim centrifugirane 5 min pri brzini od 200g. Nakon centrifugiranja
dobijeni talog resuspendovan je u 2,5-3 ml medijuma DMEM/F12 (sa dodatkom penicilina
(100 IU/ml) i streptomicina (100 pg/ml)) po testisu.

Ukupan broj zivih Leydig-ovih ¢elija u suspenziji odreden je upotrebom boje tripan
plavo. Metoda je zasnovana na Cinjenici da boja moZze da prodre u ¢elije samo ako je Celijska
membrana oStecena. Shodno tome vijabilne Celije ostaju neobojene dok se plavo obojene
smatraju nevijabilnim. Nakon mesanja 50 ul suspenzije Leydig-ovih ¢elija i 50 pl 0,4 %
rastvora tripan plavog, celije su brojane u hemocitometru. U ovim eksperimentima
vijabilnost Leydig-ovih ¢elija je prelazila 90%. Proporcija Leydig-ovih ¢elija prisutnih u
kulturi odredena je ispitivanjem aktivnosti HSD3B enzima (Payne i sar., 1980). Pripremljena

suspenzija sadrzala je 85 - 95 % Leydig-ovih celija.
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U slucaju in vivo eksperimenata, suspenzija Leydig-ovih celija dobijena od
pojedinacnih Zivotinja razdeljena je u tubice (1,5 ili 2 ml) koje su zatim centrifugirane 7
min/500g. Nakon centrifugiranja medijum je odliven, a talog Celija je zamrznut i uvan na -
80 °C.

U slucaju ex vivo eksperimenata, Leydig-ove Celije su pulirane i sadene u 90 mm petri
ploce, u gustini 5 x 106 ¢elija/ploci u 5 ml medijuma ili u 55 mm petri ploce, u gustini 3 x 106
¢elija/ploci u 3 ml medijuma. Koris¢en je medijum DMEM/F12 sa dodatkom penicilina (100
[U/ml) i streptomicina (100 pg/ml). Nakon sadenja Celije su ostavljene 3 h u CO2 inkubatoru,
pri temperaturi od 34 °C, kako bi se oporavile od procesa izolacije i zalepile za dno ploce.
Nakon perioda oporavka i sinhronizacije usledili su ex vivo tretmani. Po zavrSenom tretmanu
Celije su isprane sa hladnim PBS1x i cuvane na -80 °C do liziranja za analizu eksprimiranja

gena RQ-PCR metodom i proteina Western blot metodom.

4.6. Analiza eksprimiranja gena

4.6.1. 1zolacija RNK i reverzna transkripcija

Izvor RNK za analizu stepena transkripcije gena bila je primarna kultura Leydig-ovih
¢elija i tkivo adenohipofiza. Ukupna RNK izolovana je upotrebom komercijalnih kompleta
koji sadrZe sve komponente i reagense neophodne za izolaciju RNK (RNeasy mini kit, Qiagen
i RNAqueous®-Micro Total RNA Isolation Kit, Ambion) po uputstvu proizvodaca
(www.qiagen.com, www.thermofisher.com) ili upotrebom TRIzol Reagent (Sigma-Aldrich)
(www.sigmaaldrich.com). Da bi izolovali RNK, organi, suspenzija Celija ili Celije zalepljene na
petri plo¢ama lizirane su upotrebom pufera za liziranja ili trizola (1ml trizola na 100 mg tkiva
ili na 5 x 106 ¢elija). Tokom lize, talog ¢elija iz ploca je odvajan upotrebom Spatule, ¢elije i
organi koji su ¢uvani u tubicama homogenizovani su pomo¢u homogenizera. Ukoliko je
izolacija vrSena trizolom, tecna i organska faza su razdvojene dodavanjem 1/5 zapremine
hloroforma (Zorka, Sabac) na lizat/homogenat. Kada je dodat hloroform tubice su lagano
invertovane kako bi doSlo do mesSanja faza i inkubirane 5 min na ledu. Nakon centrifugiranja,
5min/12000g na 4 °C, gornja faza, koja sadrzi RNK, je skupljena i precipitirana, dodavanjem
0,5 ml izopropanola (Lach:ner, Neratovice, Ceska), 10 min na sobnoj temperaturi. RNK je
istaloZena centrifugiranjem 15 min/12000g/4 °C i isprana sa 80% i 100% EtOH. Nakon

isparavanja alkohola, RNK je rastvorena u 20-30 ul DEPC vode. Koncentracija i ¢isto¢a RNK
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u uzorcima odredene su pomoc¢u aparata Biospec-Nano (Shimadzu, Japan). Koncentracija je
dobijena kao ng/ul, a Cistota je pratena kroz odnose A260/A280
(apsorbanca260nm/apsorbanca2z80nm) - wukazuje na kontaminaciju proteinima i
A260/A230 (apsorbancaZ260nm/apsorbanca230nm) - ukazuje na kontaminaciju organskim
materijama. Cisto¢a RNK se na osnovu oba parametra kretala u optimalnom opsegu.

U cilju eliminacije zaostale genomske DNK, raden je tretman sa DNA-azom (DNase I,
Amplification Grade; DNA-free™ DNA Removal Kit), prema upustvu proizvodaca
(www.thermofisher.com), nakon Cega je procesom reverzne transkripcije 1 pg precis¢ene
RNK svakog uzorka prevedeno u cDNK. Reverznom transkripcijom, RNK je prevedena u
cDNK koriste¢i komplet High-Capacity cDNA Reverse Transcryption komplet sa RNase
inhbitorom (Applied Biosystems, Foster City, USA) prema uputstvu proizvodaca

(www.thermofisher.com). Dobijena cDNK je upotrebljena je za RQ-PCR analizu.

4.6.2. Relativna kvantifikacija iRNK u PCR analizi

Relativna kvantifikacija (RQ-PCR) eksprimiranja gena je analizirna koriS¢enem
tehnologije SYBR Green. Za detekciju amplikona koriSéena je Power SYBR Green boja
(www.appliedbiosystems.com). RQ PCR reakcija je izvedena u standardnim uslovima (50°C/2
min., 90°C/ 10 min.; 40 ciklusa, od kojih je svaki bio pri 95°C/15 sekundi, a potom 60 °C/1
min) koriS¢enjem aparata Eppendorf Master Cyclerep RealPlex 4 (Eppendorf), dok je za
obradu podataka koriS¢en Mastercycler® eprealplex Software (Eppendorf). Za proveru
integriteta cDNK i kao endogena kontrola kori$¢en je Gapdh. Uzorci su analizirani u duplikatu
ili triplikatu. Sekvence prajmera koris¢enih u RQ-PCR analizi su dizajnirani koriS¢enjem
programa Primer Express 3.0 (Applied Biosystems) i potpunih sekvenci gena dobijenih iz

NCBI baze podataka (www.ncbi.nlm.nih.gov). Sekvence prajmera pokazane su u Tabeli 4.1.
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Tabela 4.1. Sekvence prajmera koriS¢enih u RQ-PCR analizi

Gen Kod prajmerau Sekvenca prajmera
gen banci

Gapdh NM_01700  F:5'-TGCCAAGTATGATGACATCAA- R:5'-AGCCCAGGATGCCCTTTAGT-3'
Cga EM_0539 1 gééﬁ-:GTGTATGGGCTGTTGCTTCT-3' R:5'-GGAACCAACATTGTCTTCTT-
Lhb 2.13/1_0 1285  F’TCTTCTGATGCCCACCCACTA-3’ gf;SI}-"?ATTGGGAGGGATGGTTA-

8.2 GAACA-3’
Lhr NM_01297  F:5'-CGGGCTGGAGTCCATTCA-3' R:5'-TTCTTTGGAGGGCAGTGTTTTC-
Nr3c1 I?IC_005117. F:5'-CGGTTAATCTGCACAGCCTAT -3' li:S'—AAAATGGGTCGGTGCTTCTA -3'
Star ;M_03155 F:5'-AGCCAGCAGGAGAATGGAGAT-3" R:5'-CACCTCCAGTCGGAACACCTT-3'
Cypllal ﬁM_O 1728  F:5'-GGGCAACATGGAGTCAGTTTACA- R:5'-GACCCTCGCAGGAGAAGAGA-3'
Hsd3b1/2 I?IM_OO 104 I?‘:5'—GACAGGAGCAGGAGGGTTTGTGG- R:5’-CTCCTTCTAACATTGTCACCTT-

2619.1 3 GGCCT-3’
Cyp17al NM_01275  F:5'-GCCACGGGCGACAGAA-3' R:5'-GCCTTTGTTGGGAAAAATCG-3'
Hsd17b4 I%IM_02439 F:5'-CCTTTGGCTTTGCCATGAGA-3 R:5'-CAATCCATCCTGCTCCAACCT-3'
Clock I%IM_OZ 185  F:5'- ACAGCCCCACTGTACAATACGA-  R:5'- TGCGGCATACTGGATGGAAT-3'
Bmall 161-13/1_02436 1?":5'- AAGAGGCGTCGGGACAAAAT-3' R:5'- TTCCGGGACATCGCATTG-3'
Npas2 I%I.lf/I_OO 110  F:5'- GGCGCACCCTGTGTACATTT-3' R:5'- TCTTTCCCCATTCTGCAAGTG-3'
Per1 g?v[l_‘}()'(z)w?; F:5'- CCTGCACACCCAGAAGGAA-3' R:5'- GAGGTGTCAAGCCCACGAA-3'
Per2 ;}\42_50-;67 F:5'- GGAAGGAGGCCCAGACGTA-3' R:5'- TGGGTCCATTTCGTTAGAAACA-
Cryl 2'13/[_19875 F:5'- ACCATCCGCTGCGTGTACAT-3' ;:5’- AGCAAAAATCGCCACCTGTT-3'
Cry2 I(\)I.I%/I_13340 F:5'- TTCCCAAGGCTTTTCAAGGA-3' R:5'- TCCCGTTCTTTCCCAAAGG-3'
Rora ;.1\1/[_00110 F:5'- GAAGAACCACCGAGAAGATGGA-  R:5'- CGTCCGCATAGGGCTCTTAA-3'
Rorb I?IEIB\/IB_%(1)127 2‘:5'- CAGGAACCGTTGCCAACAC-3' R:5'- GGACATCCTCCCAAACTTCACA
Rev-erba g?:?g'()15109 F:5'- GAGCATCCAGCAGAACATCCA-3' R35 TTGCGATTGATACGGACAATG-
Rev-erbb NC_005114. F:5'- GAACGAGAATTGCTCCATCATG - I3{:5'- CGACATTCCCACGGACAGA -3'

4 3
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4.7. Kvantitativna i kvalitativna analiza proteina

4.7.1. Odredivanje koli¢ine ukupnih proteina u uzorcima

Nakon izolacije, Leydig-ove ¢elije su lizirane sa 50-100 pl pufera za liziranje koji je
sadrzao 20 mM HEPES, 10 mM EDTA, 40 mM f-glicerofosfat, 1 % tergitol, 2,5 mM MgCl2, 1
mM DTT, 0,5 mM 4-(amino-etil)-benzensulfonil fluorid hidrohlorid, 20 ug/ml aprotinina, 20
pug/ml leupeptina i koktel inhibitora fosfataza (0,05 -bromotetramizol oksalat, 10 uM
kantaridin, 10 uM mikrocistin-LR).

Koncentracija ukupnih proteina odredena je kolorimetrijski, Bradfordovom
metodom (Bradford, 1976). Izracunavanje koncentracije proteina u uzorku vrSeno je na
osnovu standardne krive raspona 0,4 - 3 pg proteina, koriS¢enjem parametara linearne
regresije. Tacke krive formirane su koriS¢enjem standardnog rastvora BSA koncentracije 0,2
mg/ml. Nakon odredivanja koncentracije proteina u uzorcima, vrSeno je njihovo

ujednacavanje.

4.7.2. SDS-PAGE i Western blot

Nakon ujednacavanja uzoraka prema koncentraciji proteina, proteini su razdvajani
jednodimenzionom SDS-PAGE (engl Sodijum Dodecil Sulfat PoliAkrilamid Gel
Elektroforeza), u kontinuiranom puferskom sistemu. Pre elektroforeze uzorci su podvrgnuti
standardnoj proceduri pripreme uzoraka za SDS-PAGE (kuvanje 5 min pri temperaturi od
1000 C). Uzorci su zatim meSani sa rastvorom za lodiranje koja je sadrzao boju (SDS Protein
Gel Loading Solution, 5x, (Quality Biological)) u odnosu 1:5 i lodirani na 7.5% ili 12%
poliakrilamidni gel. Elektroforeza je vrSena u Mini - PROTEAN 3 Cell (www.biorad.com)
(BIORAD), pri naponu od 100 Vi trajanju od oko 2 h.

Po zavrSeno elektroforezi vrsen je prenos proteina sa gela na PVDF membranu (engl.
Polyvinylidene difluorid, Immobilon-P, Millipore, Bedford, MA) metodom mokrog transfera
(elektrobloting) po uputstvu proizvodaca (Novex, San Diego, CA, USA)
(www.invitrogen.com).

Imunodetekcija je vrSena razli¢itim monoklonalnim i poliklonalnim antitelima

specificnim za ciljni protein. Detekcija je vrSena pomocu supstrata za detekciju Dura ili
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Femto (www.thermofisher.com). Reaktivne trake su detektovane aparatom myECL Image
(www.thermofisher.com). Detektovanje proteinsih frakcija vrSeno je upotrebom proteinskih
markera poznatih molekulskih masa u rasponu 10-250 kDa (PageRuler Plus Prestained
Protein Ladder, 10 to 250 kDa, ThermoScientific). Imunoreaktivne trake analizirane su kao
dvodimenzione slike u programu Image | (https://imagej.nih.gov/ij/download.html).
U Western blot analizi kori§¢ena su sledec¢a antitela:

Anti-BMAL1; Abcam, (Cambridge, UK, #ab49421, razblaZenje 1:800); anti-PER1; Abcam,
(Cambridge, UK, #ab3443, razblaZenje 1:500); anti-GR; Thermo Fisher Scientific, (Waltham,
Massachusetts, USA, #MA1-510, razblaZenje 1:800 ili 1:1000); anti-ACT; Santa Cruz
Biotechnology (Heidelberg, Germany, #sc-8432, razblaZenje 1:800 ili 1:500).

4.8. Merenje aktivnosti zivotinja

Sistem za merenje aktivnosti Zivotinja razvijen je u okviru Laboratorije za
hronobiologijuistarenje, DBE, PMF, UNS. Sistem se sastoji od pojedina¢nih kaveza sa tockom
za tr¢anje koji je povezan sa uredajem za detekciju broja obrtaja. Sistem je podesSen da belezi
broj obrtaja tocka koje je Zivotinja napravila na svakih 6 minuta i zapisuje ih direktno na SDS
karticu, koja omogucava prenos podataka.

Analiza izmerene aktivnosti je vrSena pomocu softvera Cosinor.Online

(http://vvv.circadian.org/softvar.html) (Molcan, 2019).
4.9. Statisticka analiza i analiza ritma

Rezultati predstavljaju grupne srednje vrednosti + SEM vrednosti pet ili viSe merenja.
Parametri ritma (p, MESOR, amplituda i akrofaza) dobijeni su funkcijom cosinor.Im() iz
paketa ,cosinor” (Sachs, 2015) u R okruzenju (R verzija 3.6.3, RStudio verzija 1.3.1093) i/ili
koriS¢enjem softvera Cosinor.Online (http://vvv.circadian.org/softvar.html) (Molcan,
2019). Statisticki znacaj (p<0,05) izmedu tretirane grupe i kontrolne grupe u istoj
vremenskoj tacki analiziran je pomocu Mann-Whitney testa koriS¢enjem GraphPad
programa (https://www.graphpad.com). ANOVA analiza izmedu razlicitih grupa uzoraka

izvrSena je, takode, koriS¢enjem programa GraphPad (https://www.graphpad.com).
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Multivarijanta analiza glavnih komponenata (PCA) uradena je pomocu funkcije
dudi.pca() implementirane u paketu ,ade4“ (Dray, 2007), na skaliranoj i centriranoj matrici
podataka, u R okruZenju (R verzija 3.6.3, RStudio verzija 1.3.1093). Odluku o prikazivanju
prve dve PC dimenzije smo doneli na osnovu kumulativnih varijacija. U prilog takvoj odluci,
izvrsena je Hornova paralelna analizu za PCA sa paketom ,paran“ (Dinno, 2018), kako bismo
prilagodili odluku kona¢nom pristrasnom uzorku u zadrZavanju komponenata . Vizualizacija
biplota uradena je pomoc¢u paketa ,factoextra“ (Kassambara i Mundt, 2020).

Korelaciona analiza izmedu razli¢itih grupa je izvedena je pomocu ggscatter()
funkcije iz ggpubr paketa (Kassambara, 2020) u R okruZenju ili koriS¢enjem GraphPad pro-
grama (https://www.graphpad.com).

Prikaz korelacije izvrSena je pomocu analize mapa grupisanih slika (engl. The Clus-

tered Image Map (CIM)) (https://discover.nci.nih.gov/cimminer/oneMatrix.do).
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5. Rezultati
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5.1. Ispitivanje efekta jednokratnog stresa, primenjenog u razlicitim
cirkadijalnim vremenima na aktivnost Leydig-ovih ¢elija

Veliki broj studija, pokazao je da IMO izaziva porast glukokortikoida u cirkulaciji i
smanjuje nivo testosterona (Srivastava i sar. 1993; Orr i sar. 1994; Maric¢ i sar. 1996),
medutim efekti IMO u razli¢itim periodima u toku 24h nisu do sada ispitivani. Prvi deo
ogleda izvedenih u okviru ove disertacije, vrSen je radi ispitivanja vremenske zavisnosti
reakcije na povecan nivo glukortikoida izazvan stresom, pri ¢emu su pacovi jednokratno
imobilisani u razli¢itim periodima tokom 24 sata, a odgovori su analizirani neposredno

nakon IMO.

5.1.1. Ispitivanje efekata jednokratne IMO na nivo hormona, glukoze i eksprimiranost

gena adenohipofize

Analizom seruma kontrolnih pacova uocene su cirkadijalne fluktuacije nivoa
kortikosterona, glukoze i testosterona (Slika 5.1., A & B & C; parametri ritma u Tabela 5.1.)
sa pikom oko ZT11. Akutni IMO tretman (1xIMO) je efikasno povecao nivo kortikosterona i
glukoze u svim ispitivanim ZT. Suprotno tome, 1xIMO je smanjio nivo testosterona u serumu
u svim ispitivanim ZT. Relativni odnos izmedu testosterona i kortikosterona, normalizovan
na vrednosti ZT3 u kontrolnim uzorcima (T/C, ZT3 = 1) pokazuje cirkadijalnu varijaciju T/C,
koja oslikava fluktuacije testosterona i kortikosterona u krvi (Slika 5.1., D). Najvisi zabeleZeni
T/C bio je u ZT11 (T/C ZT11 = 1,6). Medutim, 1xIMO je smanjio T/C priblizno 38 puta, u
zavisnosti od vremena primene IMO. NajniZa vrednost T/C zabeleZena je u ZT3 (T/C ZT3 =

0,02), dok je najvisa zabeleZena u ZT11 (T/C ZT11 = 0,03).

S obzirom da je LH glavni regulator steroidogene aktivnosti Leydig-ovih Celija, a zbog
nemogucnosti direktnog merenja nivoa LH u krvi, analizirali smo obrazac transkripcije
hipofiznih gena koji kodiraju LH (Cga, Lhb). Rezultati su pokazali izraZen ritam u transkripciji
Cga, Lhb (Slika 5.1., E, F; parametri ritma prikazani su u Tabeli 5.1.). IMO je znaCajno smanjio
CgauwZT11iZT17iLhbuZT11,7ZT17iZT23.
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Slika 5.1. Ispitivanje efekata jednokratne
IMO na nivo hormona, glukoze i
eksprimiranost gena adenohipofize.Pacovi
su bili podvrgnuti trotasovnom IMO u Cetiri
razlicite tacke u toku 24 casa (ZT0-3, ZT8-11,
ZT14-17, ZT20-24), i zrtvovani su neposredno
nakon IMO sesije. Prikupljana je krv za
odredivanje nivoa kortikosterona (A), glukoze
(B), i nivoa testosterona (C). Iz tkiva
adenohipofize je ekstrahovana RNK, nakon RT,
pomocu RQ-PCR analizirana je eksprimiranost
gena. Tacke predstavljaju srednju vrednosti
grupe * vrednosti SEM (n = 10-12za A, B, C i
n=5-6 za E, F). Podaci su analiziarni upotrebom
Cosinor paketa u R studiju. Za parametre ritma
pogledajte Tabelu 5.1. * Statisticki znacaj
izmedu kontrolne i IMO grupe za istu
vremensku tacku (p <0,05).

Tabela 5.1. Parametri ritma - nivo hormona u krvi i transkripcija gena adenohipofize. Pacovi su
Zrtvovani u Cetiri vremenske tacake u toku dana, nakon cega je sakupljena krv radi merenja nivoa hormona
(kortiosteron, glkoza, T+DHT). Iz izolovanih adenohipofiza je dobijena RNK i zatim odredena relativna
eksprimiranost gena. Podaci u tabeli dobijeni su upotrebom Cosinor paketa u R studiju i Cosinor.online

softvera.

Grupa p Mezor Amplituda Akrofaza
Kortikosteron Kontrola 0.000200 57.378680 28.342558 9.785509
Glukoza Kontrola 0.053450  6.991290 0.506288 9.121611
Testosteron Kontrola 0.000010  4.126340 2.709868 10.392056
Cga Kontrola 0.009650  1.401060 0.463340 16.012352
Cgb Kontrola 0.000010  1.103510 0.773881 20.250174
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5.1.2. Ispitivanje efekata jednokratne IMO na eksprimiranost gena povezanih sa

steroidogenezom

S obzirom da je 1xIMO smanjila nivo testosterona u krvi i izmenila transkripciju gena
koji kodiraju LH subjedinice moguce je ocekivati izmenjenu steroidogenu aktivnost Leydig-
ovih Celija. Iz tog razloga analiziran je transkripcioni obrazac gena koji kodira receptor za LH
(Lhcgr) (Slika 5.2., A; Tabela 5.2.), kao i gena uklju€enih u proces steroidogeneze u Leydig-
ovim Celijama (Slika 5.2., B, C, D, E, F; Tabela 5.2). 1xIMO je znacajno smanjila transkripciju

Lhcgr gena u svetloj fazi, dok u tamnoj fazi nema statisticki znacajnih efekta. Transkripcija

steroidogenih gena, Star, Cypllal,
A Lhcgr B Star _ o
w2 Cypl7al pokazala je 24 oscilacije
;_5;1‘ ] i1 B (Table 5.2). Medutim, IMO je
% * . promenila obrazac ritma gena Star,
=0 0o 12 24 Cypllal i Cypl7al u vidu smanjene
C Cyp11at D Hsd3b1/2 eksprimiranosti na pocetku svetle faze
=2 2 fazi (Slika 5.2., B, C, E). Rezultati nisu
% 1 : .| o—""5% pokazali cirkadijalni  oscilatorni
E | - o 1 obrazac u transkripciji Hsd3b1/2 i
=0 0- =
0 12 24 0 12 7724 Hsd17b4, ali je IMO znadajno smanjila
E Cypi17at Hsd17b1 eksprimiranost ovih gena u svetloj,
w2 2
B odnosno inaktivnoj fazi dana (Slika 5.2.,
O "l =~ _ & DFTabela5z2).
E-’0 — _* I—_——_-1 0 '_; _; -_——-
0 12 24 0 12 24
o Kontrola = 1xIMO IMO period

Slika 5.2. Ispitivanje efekata jednokratne IMO na eksprimiranost gena povezanih sa steroidogenezom.
Pacovi su bili podvrgnuti tro¢asovnom IMO u Cetiri vremenske tacke tokom 24 ¢asa (ZT0-3, ZT8-11, ZT14-17,
ZT20-24) i Zrtvovani su neposredno nakon IMO sesije Nakon Zrtvovanja su izolovane Leydig-ove Celije. Iz celija
je dobijena RNK koja je posluzila za analizu relativne eksprimiranosti gena pomocu RQ-PCR. Tacke
predstavljaju srednju vrednosti grupe * vrednosti SEM (n = 5-6 za A, B, C, D, E, F). Podaci su analiziarni
upotrebom Cosinor paketa u R studiju. Za parametre ritma (robusnost, MESOR, amplituda i akrofaza)
pogledajte Tabelu 5.2. * Statisticki znacaj izmedu kontrolne i IMO grupe za istu vremensku tacku (p <0,05).
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Tabela 5.2. Parametri ritma - steroidogeni elementi. Pacovi su Zrtvovani u Cetiri vremenske tacke u toku
dana. Nakon zrtvovanja izolovane su Leydig-ove Ccelije, dobijena RNK i zatim odredena relativna
eksprimiranost gena ukljucenih u steroidogenezu. Podaci u tabeli dobijeni su upotrebom Cosinor paketa u R
studiju i Cosinor.online softvera.

Grupa p Mezor Amplituda AKkrofaza
Lhcgr Kontrola 0.060400
Nr3cl Kontrola 0.000840 1.110080 0.343393 10.355701
Star Kontrola 0.046960 0.969790 0.364278 4.706899
Cypilal Kontrola 0.000970  0.833230 0.441126 6.441935
Hsd3b1/2 Kontrola 0.143420
Cyp17al Kontrola 0.000210 0.731130 0.354219 6.345965
Hsd17b4 Kontrola 0.060560

5.1.3. Ispitivanje efekata jednokratne IMO na eksprimiranost gena i proteina

c¢asovnika

Vecina ispitanih gena ¢asovnika u Leydig-ovim ¢éelijama (Bmall, Per1/2, Cry1/2, Rev-
erba/b, Rob) pokazala je cirkadijalni ritam eksprimiranosti (Slika 5.3., A, D, E, F, G, H, [, K;
Tabela 5.3). Suprotno tome, eksprimiranost Clock, NpasZ i Rora gena nije pokazala ritmi¢an
obrazac (Slika 5.3., B, C, J; Tabela 5.3.). Bmall dostiZe pik na pocetku, Per1/2, Cry2, Rev-erba/b
i Rorb na kraju svetle faze, dok Cryl pokazuje porast u tamnoj fazi. Generalno, 1xIMO je
promenila transkripciju gena ¢asovnika u Leydig-ovim ¢elijama: Bmall je povecan (Slika 5.3,,
A), a Clock (Slika 5.3., B) smanjen odmah nakon jutarnje IMO (ZT3), dok IMO nije znac¢ajno
uticala na NpasZ (Slika 5.3., C). Medutim, eksprimiranost negativnih regulatora ¢asovnika je
povecana: Perl je povecan nakon svakog IMO tretmana bez obzira na vreme (Slika 5.3., D);
Per2 je povecan u ZT3 i ZT23, Cry1 u ZT3, ZT11 1 ZT23, a Cry2 u ZT 23 (Slike 5.3, E, F, G).

Pored toga, IMO je uticala na transkripciju gena u sekundarnoj petlji cirkadijalnog ¢asovnika

59



Doktorska disertacija

Marija Medar

A Bmal1l B Clock

%"1_6 2 o2

=08 - 1 . - A

£ ¥ "

= 0= —— E— 0 _. -*'
0 12 24 0 12 24

C NpasZ2 D Pert

=107 B : 81 .

EL | 1 = + .

S 0.5 4 i

=

=

=,
&
=3
=
S
ﬁ D‘— — — 0 — — T
0 12 24 0 12 24
G Cry2 + H Rev-erba
=2 = 2
o 9 - 1{ 8 }
5 P . N
= N §
= 0= — 04 = —— —
0 12 24 0 12 24
I Rev-erbb J  Rora
2 2

% O
IR
1
m
-
Om
1]
[ L]
1] [

Relativna ekspresija

0 0- == e —
0 12 24 0 12 24
K Rorb * I_ Bhﬂlﬁl-‘ﬁt{:T . x
= 2 . g: - I I i
Z 1 .-
s . H0ia. I
w = BMAL! SRR WEEE
= 0 - M PERVACT , » * .
0 12 24 87 n l
O Kontrola g_: al D D I I
= 1xIMO PER1 - -
IMO period

smanjenom eksprimiranosti Rev-erba i
Rev-erbb u svetloj, inaktivnoj fazi (slika
5.3.,H) i Rora i Rorb u tamnoj, aktivnoj fazi
(Slika 5.3., K). Promenjeni nivoi proteina
BMAL1 i PER1 usled IMO potvrdeni su

Western blot analizom. Kao S$to se

ocekivalo, BMAL1 i PER1 su pokazali
cirkadijalni profil u kontrolnim uzorcima
sa povecanim nivom BMAL1 u svetloj fazi
u odnosu na tamnu fazu, dok je uocen
obrnut rezultat za njegov negativni
regulator PER1 (Slika 5.3, L, M). IMO je
povecala eksprimiranost BMAL1 na kraju
svetle faze i u tamnoj fazi dana, dok je
eksprimiranost PER1 pove¢an u svim

ispitivanim vremenskim tackama.

Slika 5.3. Ispitivanje efekata jednokratne IMO
na eksprimiranost gena i proteina casovnika.
Pacovi su bili podvrgnuti trocasovnom IMO u Cetiri
vremenske tacke tokom 24 c¢asa (ZT0-3, ZT8-11,
ZT14-17, ZT20-24) i Zrtvovani neposredno nakon
IMO sesije. Nakon Zrtvovanja su izolovane Leydig-
ove Celije. 1z ¢elija je dobijena RNK koja je posluzila
za analizu relativne eksprimiranosti gena pomocu
RQ-PCR. Tacke predstavljaju srednju vrednosti
grupe * vrednosti SEM (n=5-6za A, B,C, D, E, F, G,
H, I, ], K). Podaci su analiziarni upotrebom Cosinor
paketa u R studiju. Za parametre ritma (robusnost,
MESOR, amplituda i akrofaza) pogledajte Tabelu
5.3. * Statisticki znacaj izmedu kontrolne i IMO
grupe za istu vremensku tacku (p <0,05). Nivo
proteina BMAL1 (L) i PER1 (M) odreden je
Western blot-om. Prikazani su reprezentativni
blotovi. Srednja vrednost rezultata
denzitometrijskih merenja, normalizovanih u
odnosu na AKTIN, prikazana je u formi stubica *

ACT | e SEM.* Statisticki znacaj izmedu kontrole i IMO
=== grupe u istoj vremenskoj tacki (p <0,05).
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Tabela 5.3. Parametri ritma - elementi ¢asovnika. Pacovi su Zrtvovani u Cetiri vremenske tacake u toku
dana. Izolovane su Leydig-ove Celije, dobijena RNK i zatim odredena relativna eksprimiranost gena ¢asovnika.
Podaci u tabeli analizirani su upotrebom Cosinor paketa u R studiju i Cosinor.online softvera.

Grupa p Mezor Amplituda Akrofaza
Bmall Kontrola  0.000001 0.555830 0.410698 1.929403
Clock Kontrola 0.084210
Npas2 Kontrola 0.060330
Per1l Kontrola  0.000190 1.185050 0.653152 11.291941
Per2 Kontrola  0.000010 1.813790 1.004681 13.281668
Cryl Kontrola  0.038240 1.548460 1.849090 18.795153
Cry2 Kontrola  0.04978 0.791590 0.394697 9.570540
Rev-erba Kontrola 0.030980 1.388920 0.478658 12.437302
Rev-erbb  Kontrola 0.001010 0.986990 0.566284 10.429728
Rora Kontrola 0.094650
Rorb Kontrola  0.000150 0.989050 0.263275 10.127894

Sumarno posmatrano, dobijeni rezultati sugeriSu razli¢itu osetljivost na IMO u
zavisnosti od cirkadijalnog vremena. Transkripcija veline gena povezanih sa
steroidogenezom je smanjena u IMO uslovima u svetloj/neaktivnoj fazi, a nepromenjena ili
povetana u tamnoj/aktivnoj fazi dana. Rezultati takode ukazuju, da IMO stimulise
eksprimiranost elemenata ¢asovnika koji deluju preko E-box-a (BMAL1 i PER1) u svim
ispitivanim vremenima i u svetloj fazi inhibise transkripciju Rev-erba/b, koja deluje preko
RORE-box-a, sugerisu¢i moguci efekat na eksprimiranost gena ne samo na sistem casovnika

veCivan njega.

5.2. Ispitivanje efekta ponavljanog stresa, primenjenog u razliCitim
cirkadijalnim vremenima na aktivnost Leydig-ovih celija

S obzirom da IMO u aktivnoj fazi smanjuje nivo testosterona a da pri tome
transkripcija steroidogenih gena nije izmenjena pretpostavili smo da se radi o vremenski
zavisnom efektu te da je neophodno duZe vreme kako bi se uocene razlike u aktivnosti gena

ispoljile i na nivou testosterona. Zbog toga smo ispitali efekte deset puta ponavljane IMO

(10xIMO) u razli¢itim vremenima tokom 24 sata.
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5.2.1. Ispitivanje efekata 10xIMO na nivo na nivo hormona, glukoze i eksprimiranost

gena adenohipofize

10xIMO je povecala nivo kortikosterona (Slika 5.4.,A) i glukoze (Slika 5.4.,B) u krvi u
svim ispitivanim vremenskim tackama. Medutim, u 10xIMO uslovima zapaZen je niZi porast
kortikosterona u odnosu na 1xIMO u svim analiziranim vremenskim tackama (Slika 5.1.,A i
Slika 5.4., A). Pored toga, 10xIMO u neaktivnoj (svetloj) fazi je smanjio nivo testosterona u
krvi (Slika 5.4., C), medutim to smanjenje je bilo znacajno manje izraZeno u aktivnoj (tamnoj)
fazi (Slika 5.4., C). Ovakav rezultat ukazuje na razlicite stres-reaktivne odgovore Leydig-ovih
¢elija u zavisnosti od vremena primene IMO tretmana. Promene nivoa testosterona u krvi
odrazile su se i na odnos T/C (Slika 5.4., D); kada je IMO ponovljana u tamnoj, aktivnoj fazi,
T/C je bio znacajno vec¢i nego u svetloj, neaktivnoj fazi. Takode, rezultati su pokazali da je
10xIMO smanjio eksprimiranost gena Cga u ZT11 i Lhb u ZT11 u Celijama adenohipofize
(Slika 5.4., E, F).

] Slika 5.4. Ispitivanje efekata 10xIMO na

A Kortikosteron B Glukoza nivo hormona, glukoze i eksprimiranost
100 10 * gena adenohipofize. Pacovi podeljeni u tri
= = . grupe bili su podvrgnuti IMO, 3 sata dnevno
gSO L | é n/\ tokom 10 uzastopnih dana u razli¢itim
" " * = periodima tokom 24 sata (ZT0-3, ZT8-11 i

1 : i E ZT20-23), nakon Zrtvovanja prikupljana je

0 0 == o == Krv za odredivanje nivoa Kkortikosterona

7T 24 (A), glukoze (B), i nivoa testosterona (C). Iz
tkiva adenohipofize je ekstrahovana RNK,

C Testosteron D T/C nakoq RT, pomoc¢u RQ-PCR analiziranzlal .je
eksprimiranost gena. Tacke predstavljaju
o srednju vrednosti grupe * vrednosti SEM (n
£ O i = 10-12 za A, B, C i n=5-6 za E, F). *
=4 1 ﬁ/;\_@ Statisti¢ki znacaj izmedu kontrolne i IMO
= O . grupe za istu vremensku tacku (p <0,05).

3 3 %* K "#  uStatistitka znacajnost izmedu grupa

)]

;.* T — # e B e—— v e g .
° 0 0 12 24 ukljucujudi sve vremenske tacke
ZT procenjene ANOVA testom (*p < 0,05, **p <
E F Lhb 0,01).
24 2
53
] |
® 2 1
E *
& 0- = — T —— 0- —————
0 12 24 0 12 24

o Kontrola = 10xIMO __ IMO period
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5.2.2. Ispitivanje efekta 10xIMO na eksprimiranost gena ukljuc¢enih u proces
steroidogeneze u Leydig-ovim ¢Celijama

Nakon 10xIMO tretmana, uocena je smanjena eksprimiranost Lhcgr u neaktivnoj fazi
(svetloj) fazi (Slika 5.5, A). Transkripcija steroidogenih gena, Star, Hsd3b1/2, je takode
smanjena u neaktivnoj (svetloj) fazi (Slika 5.5, B, D). Transkripcija gena, Cyp11al (Slika 5.5.,
C) znacajno je smanjena u ZT11. Transkripcija Cyp17al, Hsd17b4 smanjena je u ZT3 (Slika
5.5, E, F). Dalje, dobijeni rezultati jasno su pokazali da razliciti efekti 10xIMO na transkripciju
Lhcgr, Hsd3b1/2, Cypllal i Cypl7al u aktivnoj/neaktivnoj fazi, pozitivno koreliraju sa
nivoom testosterona u krvi (R=0,7-0,85 za sva Cetiri gena; Slika 5.5., G). Medutim, takva
korelacija nije primecena nakon 1xIMO jer je nivo testosterona opao bez obzira na period
dana.

Slika 5.5. Ispitivanje efekta 10xIMO na
eksprimiranost gena ukljuc¢enih u proces
] 3 7 ; D//@’/E' steroidogeneze u Leydig-ovim c¢elijama.
Pacovi podeljeni u tri grupe bili su podvrgnuti
IMO, 3 sata dnevno tokom 10 uzastopnih dana
u razli¢itim periodima tokom 24 sata (ZT0-3,
0 12 24 0 12 24 ZT8-11 i ZT20-23). Nakon irtvovanja su
izolovane Leydig-ove Ccelije. Iz cCelija je
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5.2.3. Ispitivanje efekata 10xIMO na eksprimiranost gena i proteina c¢asovnika u

Leydig-ovim celijama
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Nakon 10 puta ponovljenog IMO tretmana
eksprimiranost gena glavnih regulatora
Casovnika u ¢elijama
Bmall/BMAL1 (Slika 5.6., A,L) i Per1/PER1

(Slika 5.6., D, M) je bila povec¢ana bez obzira

Leydig-ovim

na vreme primene IMO. Eksprimiranost
Rev-erba je bila smanjena u neaktivnoj fazi
(ZT3 i ZT11; Slika 5.6, H), dok je
eksprimiranost Rev-erbb bila smanjena na
pocetku svelte faze (ZT3) (Slika 5.6., I).
Eksprimiranost ostalih analiziranih gena
Casovnika je takode bila poremecena:
eksprimiranost Rora je bila smanjen uZT11
i povetan u ZT23 (Slika 5.6., ]); Rorb
smanjena u ZT11 (Slika 5.6, K); Cryl
povec¢ana u ZT11 (Slika 5.6., F); a Cry2

smanjena u ZT23 (Slika 5.6., G).

Slika 5.6. Ispitivanje efekata 10xIMO na
eksprimiranost gena i proteina casovnika u
Leydig-ovim ¢elijama. Pacovi podeljeni u tri grupe
bili su podvrgnuti IMO, 3 sata dnevno tokom 10
uzastopnih dana u razli¢itim periodima tokom 24
sata (ZT0-3,ZT8-11iZT20-23). Nakon Zrtvovanja su
izolovane Leydig-ove Celije. [z Celija je dobijena RNK
koja je posluzila za analizu relativne eksprimiranosti
gena pomoc¢u RQ-PCR. Tacke predstavljaju srednju
vrednosti grupe * vrednosti SEM (n=5-6za A, B, C,
D, E F, G, H, [, ], K). * Statisticki znacaj izmedu
kontrolne i IMO grupe za istu vremensku tacku (p
<0,05). Nivo proteina BMAL1 (L) i PER1 (M)
odreden je Western blot-om. Prikazane su
reprezentativni blotovi. Srednja vrednost rezultata
denzitometrijskih merenja, normalizovanih u
odnosu na AKTIN, prikazana je u formi stubi¢a *
SEM.* Statisticki znacaj izmedu kontrole i IMO grupe
u istoj vremenskoj tacki (p <0,05).
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5.2.4. Efekti 1xIMO i 10xIMO na eksprimiranost Nr3c1/GR.

S obzirom da su glukokortikoidi primarni hormonski medijatori stresa sa znacajnim
regulatornim uticajem na steroidogenezu i preZzivljavanje Leydig-ovih ¢elija (Gao i sar. 2002,
Hardy i sar. 2005) kao i da imaju izrazen cirkadijalni profil u cirkulaciji bilo je neophodno
ispitati vremenski zavisne efekte 1xIMO I 10xIMO na eksprimiranost Nr3c1/GR u Leydig-
ovim Celijama.

Kao Sto je ocekivano, u Leydig-ovim ¢elijama kontrolnih pacova primecen je cikli¢ni
obrazac ekspresije Nr3c1 i GR u kontrolnim uslovima (Slika 5.7.). UoCeni obrazac ekspresije
GR korelira sa fluktuacijom kortikosterona u krvi (R=0,885), omogucavaju¢i efikasnu
regulaciju ciljnih gena u Leydig-ovim ¢elijama. Medutim, 1xIMO u svetloj fazi smanjio je
ekspresiju Nr3c1 (Slika 5.7., A) bez znacajnog uticaja na nivo proteina (Slika 5.7., B). Razlika
izmedu efekata na ekspresiju gena i proteina verovatno ukazuje na vremenski zavisne
procese i vreme neophodno za degradaciju proteina. Sa druge strane 10xIMO, je na kraju
inaktivne (svetle) faze, povecala ekspresiju Nr3c1 i GR na pocetku i na kraju svetle faze (Slika
5.7., C,D) u Leydig-ovim celijama. Ponovo je efekat stresa bio manje izraZzen u aktivnom
periodu.

Posto je nekoliko gena povezanih sa steroidogenezom i casovnikom, pokazalo
razliCite obrasce ekspresije zavisno od vremea i tipa IMO, izvrSena je korelaciona analiza,
kako bi procenili mogucu povezanost sa povecanim nivoom glukokortikoida u krvi. Rezultati
pokazuju da su Lhcgr, Hsd3b1/2, Cyp11al i Rev-erba u negativnoj, dok je Perl u pozitivnoj
korelaciji sa nivoom kortikosterona u krvi u neaktivhom periodu dana (Slika 5.7., E).
Postojanje takve korelacije sugeriSe regulatornu ulogu glukokortikoida. Iako je testirana
korelacija nivoa kortikosterona i eksprimiranosti drugih gena, ukljucuju¢i Bmall, nije

zapaZena statisticka znacajnost.
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Slika 5.7. Efekti akutne i
10 puta ponovljene IMO
na eksprimiranost Nr3c1

GR. Pacovi bili su
podvrgnuti tro¢asovnom
akutnom IMO stresu u
razlic¢itim periodima tokom
24 sata (ZT 0-3, ZT8-11,
ZT20-23) (A, B) i zrtvovani
zajedno sa kontrolnim
grupama na kraju
tretmana. U  drugom
eksperimentalnom modelu
pacovi su bili podvrgnuti
trocasovnom IMO stresu u
razli¢itim periodima tokom
24 sata (ZT0-3, ZT8-11 i
ZT20-23) tokom deset
uzastopnih dana (C, D) i
Zrtvovani  zajedno  sa
kontrolnim grupama na
kraju tretmana. Nakon
Zrtvovanja su izolovane
Leydig-ove cCelije. 1z ¢elija je
dobijena RNK koja je
posluzila za analizu
relativne eksprimiranosti
gena pomocu RQ-PCR (A,
C). Tacke predstavljaju
srednju vrednost grupe *
vrednosti SEM (n = 5-6 za
A, C). Nivo proteina GR (B,
D) odreden je Western
blot-om.  Prikazani su
reprezentativni  blotovi.
Srednja vrednost rezultata

denzitometrijskih merenja, normalizovanih u odnosu na AKTIN (ACT), prikazana je u formi stubi¢a + SEM.
Odnos nivoa glukokortikoida i eksprimeranosti gena prikazan je na panelu F. Statisticka znacajnost izmedu
kontrole i IMO grupe u istoj vremenskoj tacki (p <0,05).

U cilju jasnijeg tumacenja rezultata izvrSena je i multivarijantna analiza osnovnih

komponenata (PCA) eksprimiranosti gena uklju¢enih u proces steroidogeneze, kao i gena

¢asovnika (Slika 5.8.15.9.). Multivarijantna analiza steroidogenih gena ekspresovanih tokom

aktivne i neaktivne faze pokazala je da su kod kontrolne grupe promene minimalne -

centroidi grupa aktivne i neaktivne faze su blisko orjentisani u srediStu plota (Slika 5.8., A,

Tabela 5.4.). Ukupna varijabilnost prve dve komponente iznosi 67.7%. Nasuprot kontrolnoj

grupi, primena 1xIMO (Slika 5.8., B; Tabela 5.5.) i 10xIMO (Slika 5.8., C; Tabela 5.6.) je

prouzrokovalo znacajne promene u eksprimiranju gena povezanih sa steroidogenezom.
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Transkripcija Lhgcr, Hsd3b1/2, Cyp11al i Hsd17b4 gena je bila znacajno veca tokom aktivne
faze kod 1xIMO tretmana (Slika 5.8., B; Tabela 5.5.). Sli¢no, tretman 10xIMO je rezultovao
znaCajnim povecanjem eksprimiranja Lhgcr, Hsd3b1/2, Cyp11al i Star tokom aktivne faze
(Slika 5.8., B; Tabela 5.6.). Ovakvi profili ukazuju na robusnost promena u eksprimiranju
gena povezanih sa steroidogenezom pod razli¢itim IMO tretmanima, Sto ih moZe definisati

kao marker za stresne uslove.

A Contol B 1xIMO ¢ 104MO
Cyp17at
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¥ Q 0082 o ‘
a e | R e
3 Hsaspi2 sl - Hsdsht2 “08 | N optfal |y s
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Dim1 (42.8%) Dim1 (55.9%) Dim1 (77.3%)

Slika 5.8. PCA analiza eksprimiranja gena povezanih sa steroidogenezom u Leydig-ovim ¢elijama u
razlic¢itim vremenskim tackama tokom svetle i tamne faze u kontrolnim uslovima (A) nakon 1xIMO (B)
i 10xIMO (C). Dim1 i Dim2 predstavljaju prve dve PCi % zadrzane varijacija. cos2 predstalja kvalitativni prikaz
promenljivih.

Tabela 5.4. PCA analiza eksprimiranosti gena povezanih sa steroidogenezom u kontrolnim uslovima.
PC1, PC2 i PC3 su koeficijenti linearnih kombinacija inicijalnih varijabli od kojih su izvedene osnovne

komponente.

PC1 PC2 PC3
Lhgcr -0.07152 0.491352 0.642671
Star -0.50755 -0.39841 0.235081
Cypil -0.52355 -0.09524 -0.20899
Cyp17al 0.080507 -0.59493 0.623839
Hsd3b1/2 -0.57174 -0.01094 -0.17463
Hsd17b4 0.36029 -0.48653 -0.26146
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Tabela 5.5. PCA analiza eksprimiranosti gena povezanih sa steroidogenezom u 1xIMO uslovima. PC1,
PC2 i PC3 su koeficijenti linearnih kombinacija inicijalnih varijabli od kojih su izvedene osnovne komponente.

PC1 PC2 PC3
Lhgcr 0.52014 -0.20273 -0.15335
Star 0.335387 0.467236 0.572887
Cypllai 0.483617 0.024252 0.053696
Cyp17al -0.02927 0.84484 -0.47888
Hsd3b1/2 0.451647 0.057046 0.227036
Hsd17b4 0.422188 -0.15164 -0.60377

Tabela 5.6. PCA analiza eksprimiranosti gena povezanih sa steroidogenezom u 10xIMO uslovima. PC1,
PC2 i PC3 su koeficijenti linearnih kombinacija inicijalnih varijabli od kojih su izvedene osnovne komponente.

PC1 PC2 PC3
Lhgcr -0.45234 -0.03261 -0.02542
Star -0.42712 -0.35302 -0.23301
Hsd3b1/2 -0.45561 -0.03360 -0.03692
Cypllal -0.44820 0.02608 -0.46773
Cyp17al -0.15100 0.93174 -0.13782
Hsd17b4 0.42641 -0.06694 -0.84021

Dodatno, PCA je potvrdila da svetla i tamna faza pokazuju razli¢ite obrasce

eksprimiranosti gena, kako kod kontrolne grupe (Slika 5.9., A, Tabela 5.7.), tako i u uslovima

1xIMO (Slika 5.9., B, Tabela 5.8.) ili 10xIMO (Slika 5.9., C, Tabela 5.9.). U uslovima 1xIMO,

izrazen Kklaster aktivnih gena (Rorb, Cry2, Rev-erbb, Perl, Per2, Cry2, Rora, Clock),

suprotstavlja se Bmall i Cryl u neaktivnoj fazi i doprinosi razdvajanju faza (Slika 5.9., B,

Tabela 5.8.). Zanimljivo je da Rora i Rev-erba u manjoj meri doprinose razdvajanju faza (Slika

5.9, B, Tabela 5.8.). Pored toga, 10xIMO tretman pokazuje veliku razliku u ekspresiji Rever-

erba i Rora tokom aktivne i Rev-erbb i CryZ2, tokom neaktivne faze (Slika 5.9., C, Tabela 5.9.).

Takode, svetla i tamna faza pokazuju najizrazitiju promenu u svim analiziranim podacima

(varijabilnost 94,0%), Sto implicira da 10xIMO snaZno utiCe na profile eksprimiranosti gena

casovnika (Slika 5.9., C, Tabela 5.9).
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Slika 5.9. PCA analiza eksprimiranosti gena ¢asovnika u Leydig-ovim ¢elijama u razli¢itim vremenskim
tackma tokom svetle i tamne faze u kontrolnim uslovima (A) nakon 1xIMO (B) i 10xIMO (C). Dim1 i Dim2
predstavljaju prve dve PC i % zadrZane varijabilnosti. cos2 predstalja kvalitativni prikaz promenljivih.

Tabela 5.7. PCA analiza eksprimiranosti gena casovnika u kontrolnim uslovima PC1, PC2 i PC3 su
koeficijenti linearnih kombinacija inicijalnih varijabli od kojih su izvedene osnovne komponente.

PC1 PC2 PC3
Clock -0.25404 0.068451 -0.49355
Npas2 -0.32152 0.206485 0.186631
Bmal1l 0.123285 0.313721 -0.56317
Rora -0.10154 -0.51169 -0.1372
Rorb -0.44544 -0.06615 -0.13804
Cryl 0.297963 0.188317 0.431501
Cry2 -0.36158 0.360493 -0.05679
Per1 -0.39623 0.214477 0.189347
Per2 -0.35392 0.040101 0.373339
Rev-erba -0.03673 -0.48991 0.019381
Rev-erbb -0.3241 -0.36745 0.038873
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Tabela 5.8. PCA analiza eksprimiranosti gena ¢asovnika u 1xIMO uslovima. PC1, PC2 i PC3 su koeficijenti
linearnih kombinacija inicijalnih varijabli od kojih su izvedene osnovne komponente.

PC1 PC2 PC3
Clock 0.29394 0.252515 -0.012
Npas2 0.418848 0.12091 -0.16573
Bmal1l -0.01235 -0.26517 0.64281
Rora 0.291554 0.350113 -0.30549
Rorb -0.16715 0.517165 0.036471
Cryl -0.28311 -0.39929 -0.19258
Cry2 -0.34858 0.323843 0.132776
Per1l -0.39162 0.287647 0.001399
Per2 -0.21037 -0.22199 -0.58538
Rev-erba -0.30645 -0.04314 -0.24555
Rev-erbb -0.36315 0.251142 0.082741

Tabela 5.9. PCA analiza eksprimiranosti gena povezanih sa ¢asovnikom u 10xIMO uslovima. PC1, PC2 i
PC3 su koeficijenti linearnih kombinacija inicijalnih varijabli od kojih su izvedene osnovne komponente.

PC1 PC2 PC3
Clock -0.17029 0.417045 0.266498
Npas2 0.360635 -0.2167 -0.15463
Bmall 0.360635 -0.2167 -0.15463
Rora 0.272342 0.353571 -0.06742
Rorb 0.407769 0.001224 -0.04669
Cryl -0.39712 -0.03046 0.123363
Cry2 -0.26365 -0.34202 -0.0533
Per1 0.151323 -0.35597 0.881661
Per2 -0.36249 0.201738 -0.05567
Rev-erba 0.264825 0.358734 0.175803
Rev-erbb -0.13708 -0.43948 -0.21223

5.3. Ispitivanje efekta stresa primenjenog na pocetku neaktivne faze na

cirkadijalnu aktivnost Leydig-ovih ¢elija

S obzirom da 1xIMO tokom svetle/neaktivne faze smanjuje transkripciju ve¢ine gena

povezanih sa steroidogenezom, imali smo za cilj da utvrdimo posledice na ritmicku aktivnost

Leydig-ovih ¢elija u satima nakon IMO. Pacovi su bili podvrgnuti IMO u ZT0-3, a obrazac

transkripcije steroidogenih gena i gena ¢asovnika u Leydig-ovim ¢elijama zajedno sa nivoom

hormona i glukoze u krvi, pracen je u 4 vremenske tacke u 24 sata nakon IMO.
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5.3.1. Efekti stresa primenjenog na pocetku neaktivne faze na cirkadijalni ritam
steroidogeneze

Kao $to je ranije pokazano u serumu kontrolnih pacova primecene su 24-casovne
promene nivoa kortikosterona, glukoze i testosterona (Slika 5.10., A & B & C; Tabela 5.10.)
sa pikom oko ZT11 za sve tri pracenje varijable. Jutarnja IMO promenila je profil nivoa
kortikosterona, testosterona i glukoze u krvi: mezor i amplituda oscilacija kortikosterona u
krvi su povecani, praceni slicnim promenama u nivou glukoze; nasuprot, amplituda i mezor
testosterona su se smanjili. Relativni odnos izmedu testosterona i kortikosterona, izracunat
na vrednosti ZT3 u kontrolnim uzorcima (T/C ZT3 = 1), pokazuje cirkadijalne fluktuacije
T/C, u krvi (Slika 5.10., D). Najvisi zabeleZeni T/C bio je u ZT11 (T/C ZT11 = 1,6). Medutim,
IMO je smanjila T/C priblizno 38 puta. Dalje, vrednosti T/C u prvih 20 sati posle IMO
pokazale su poremeceni oscilatorni obrazac, sa smanjenim vrednostima u ZT3, ZT17 i ZT23,
ali i poviSenim u ZT11 u odnosu na kontrolne vrednosti.

Jutarnja IMO promenila je profil eksprimiranja gena adenohipofize Cga i Lhb (Tabela
5.10.) akrofaza Cga pomerena je na kraj svetle i pocetak tamne faze (Slika 5.10., E), dok je
eksprimiranost Lhb u potpunosti promenila fazu i smanjila mezor i amplitudu (Slika 5.10.,
F). Ovakve promene ukazuju na moguce smanjenje sinteze LH.

Pored toga, pracena je transkripcija gena koji kodiraju receptore vazne za endokrinu
aktivnost Leydig-ovih celija. Lhcgr, koji odreduje osetljivost Leydig-ovih Celija na LH, nije
pokazao varijacije tokom 24 sata, ali je IMO znacajno smanjila stepen eksprimiranja (Slika
5.10., G).

Nr3c1 koji kodira GR pokazuje diurnalni obrazac eksprimiranja;, IMO je smanjio
eksprimiranje Nr3c1 u ZT111iZT17 (Slika 5.10., H) i GR u ZT3, ZT11 (Slika 5.10., I). Kao Sto
seiocekivalo (Baburskiisar., 2015), transkripcija glavnih steroidogenih gena, Star, Cyp11al,
Cyp17al, pokazala je 24-oscilacije sa pikom pribliZno u sredini svetle faze (Slika 5.10. ], K, M;
Tabla 5.10.), odnosno nekoliko sati pre pika testosterona u serumu. Jutarnji IMO stres je
smanjio amplitudu i mesor Star, Cyp11al (Slika 5.10.], K; Tabela 5.10) i smanjio transkripciju
Hsd3b1/2 (Slika 5.10., L; Tabela 5.10.) nekoliko sati nakon tretmana.
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Slika 5.10. Efekti stresa primenjenog na pocetku neaktivne faze na cirkadijalni ritam steroidogeneze.
IMO je primenjena u ZT0-ZT3. Zivotinje su Zrtvovane u &etiri vremenske tacke tokom 24 sata (ZT3, ZT11, ZT17,
ZT23). Krv je sakupljana za odredivanje nivoa kortikosterona (A), glukoze (B) i testosterona (C) kao i za
odredivanje odnosa testosterona/ kortikosterona (T/C) (D). Prikupljene su adenohipofize i izolovane Leydig-
ove Celije. Iz ¢elija je dobijena RNK koja je posluzila za analizu relativne eksprimiranosti gena pomo¢u RQ-PCR.
Analizirana je eksprimiranost hipofiznih gena Gga i Lhb (E, F) i gena Leydig-ovih Celija povezanim sa
steroidogenezom (G, H, ], K, L, M). Tacke podataka su grupne srednje vrednosti * vrednosti SEM (n = 5-6). Za
parametre ritma pogledajte Tabelu 5.10. Nivo proteina GR (NR3C1, I) odreden je Western blot analizom.
Prikazani su reprezentativni blotovi. Srednja vrednost rezultata denzitometrijskih merenja, normalizovanih u
odnosu AKTIN (ACT), prikazana je u formi stubi¢a + SEM.* Statisticki znacaj izmedu kontrole i IMO grupe u istoj
vremenskoj tacki (p <0,05). #Statisticka znacajnost izmedu grupa ukljucujuci sve vremenske tacke procenjene
ANOVA testom (*p < 0,05, **p < 0,01).
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Tabela 5.10. Parametri ritma — nivo hormona, nivo eksprimiranosti gena adenohipofize i steroidogeneh gena u
Leydig-ovim ¢elijama. Pacovi su izloZzeni IMO i Zrtvovani u Cetiri vremenske tacake u toku dana, zajedno sa
kontrolnim grupama, nakon ¢ega je sakupljena krv, adenohipofize i izolovane Leydig-ove ¢elije, dobijena RNK i
zatim odredena relativna eksprimiranost gena ¢asovnika. Podaci u tabeli analizirani su upotrebom Cosinor paketa u R

studiju i Cosinor.online softvera.

Grupa p Mezor Amplituda  Akrofaza
Testosteron Kontrola 0.00005 3.60631 4.1803578 8.1806227
IMO 0.00001 1.28733 1.7524096 9.6187715
Korticosteron Kontrola 0.01153 13.66488 4.7420659 11.320185
IMO 0.00822 29.23852 13.944749 5.1261335
Glukoza Kontrola 0.0203 6.94924 0.4233281 11.009876
IMO 0.0345 7.33399 1.2586623 3.7572086
Cga Kontrola 0.00044 1.43824 0.4104273 15.946628
IMO 0.00007 1.51086 0.4265204 12.729509
Lhb Kontrola 0.00105 0.91858 1.1319663 22.633449
IMO 0.00142 0.21445 0.0631458 13.799387
Lhcgr Kontrola 0.06235
IMO 0.0045 0.21495 0.0624064 13.761116
Nr3c1 Kontrola 0.02113 1.04798 0.3583503 10.085904
IMO 0.13639
Star Kontrola 0.01417 0.94122 0.3546413 5.4468037
IMO 0.03139 0.64185 0.3476472 9.9123973
Cyplial Kontrola 0.00098 0.80856 0.4287354 6.5308863
IMO 0.01914 0.58535 0.2485238 5.678706
Hsd3b1/2 Kontrola 0.07006
IMO 0.71436
Cypl7ail Kontrola 0.00102 0.72217 0.3168222 6.1360924
IMO 0.00001 0.58369 0.4262061 6.8433161

5.3.2. Efekti stresa primenjenog na pocetku neaktivne faze na aktivnost gena

casovnika

Buduci da je vreme stres dogadaja klju¢no za aktivnost steroidogenih gena, bilo je
od interesa posmatrati eksprimiranost gena ¢asovnika u Leydig-ovim Celijama u satima
nakon IMO.

IMO primenjena na pocetku svetle faze ZT 0-3, je izmenila transkripcioni profil gena
casovnika u Casovima posle stresne situacije (Tabela 5.11.). Pove¢ani Bmall i Per1/2, na
kraju IMO sesije uticali su na dnevnu varijaciju, pomeranjem akrofaze (Slika 5.12., A, D;
Tabela 5.11.). Povecana transkripcija Bmall i Per1 je bila pra¢ena porastom BMAL1 i PER1
u prvih 23 sati nakon IMO (Slika 5.11., L). Eksprimiranost Rev-erba (Slika 5.11., H) i Rev-erbb
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(Slika 5.11., I) smanjena je neposredno posle i 7 sati posle IMO a nakon toga se vra¢a na nivo

kontrolnih vrednosti. IMO nije promenila eksprimiranost Clock, NpasZ, kao i Cry2, Rora/Rorb

(Slika 5.11. B, C, G, J, K).
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Slika 5.11. Efekti stresa primenjenog na pocetku neaktivne faza na elemente casovnika. IMO je
primenjena u ZT0-ZT3 i Zivotinje su Zrtvovane u Cetiri vremenske tacke tokom 24 sata (ZT3,ZT11,ZT17, ZT24).
Leydig-ove celije su izolovane, ekstrahovana RNK, kori$¢ena za RT i kasnije RQ-PCR analizu eksprimiranosti
gena ¢asovnika (A, B,C, D, E, F, G, H, 1, ], K). Tacke podataka su srednje vrednosti grupe + vrednosti SEM (n = 5-
6). Za parametre ritma pogledajte Tabelu 5.11. Nivo proteina PER1 (L) odreden je Western blot analizom.
Prikazane su reprezentativni blotovi. Srednja vrednost rezultata denzitometrijskih merenja, normalizovanih u
odnosu AKTIN, prikazana je u formi stubi¢a + SEM.* Statisticki znacaj izmedu kontrole i IMO grupe u istoj
vremenskoj tacki (p <0,05). ). #Statisticka znacajnost izmedu grupa ukljucuju¢i sve vremenske tacke
procenjene ANOVA testom (*p < 0,05, *xp < 0,01).
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Tabel. 5.11. Parametri ritma - nivo hormona, nivo eksprimiranosti gena ¢asovnika u Leydig-ovim
¢elijama. Pacovi su izloZeni IMO i Zrtvovani u Cetiri vremenske tacake u toku dana, nakon Cega su izolovane
Leydig-ove Celije, dobijena RNK i zatim odredena relativna eksprimiranost gena casovnika. Podaci u tabeli
analizirani su upotrebom Cosinor paketa u R studiju i Cosinor.online softvera.

Grupa p Mezor Amplituda AKkrofaza
Clock Kontrola 0.06444
IMO 0.07118
Npas2 Kontrola 0.1102
IMO 0.07771
Bmall Kontrola 0.00001 0.5622 0.411542 2.0579933
IMO 0.59844
Per1 Kontrola 0.00055 1.05008 0.126228 10.165059
IMO 0.00111 1.08827 0.2076466 3.3964622
Per2 Kontrola 0.00001 1.84906 0.9240734 12.829839
IMO 0.01663 0.6816 0.4649529 7.0664383
Cryl Kontrola 0.00008 1.50433 1.7003243 18.961253
IMO 0.92437
Cry2 Kontrola 0.00964 0.58838 0.4897278 7.3179956
IMO 0.11225
Rev-erba  Kontrola 0.00001 1.40987 0.5312084 12.849155
IMO 0.06735
Rev-erbb  Kontrola 0.00316 0.90266 0.5531543 8.5574898
IMO 0.00787 0.44164 0.1914468 5.0329685
Rora Kontrola 0.10364
IMO 0.17989
Rorb Kontrola 0.00019 0.79593 0.7591833 8.2051065
IMO 0.17989
Rora Kontrola 0.10364
IMO 0.17989
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5.4. Ispitivanje efekata in vivo tretmana sintetickim glukokortikoidom na

cirkadijalnu aktivnost Leydig-ovih celija

Poznato je da su glukokortikoidi, zajedno sa adrenalinom, primarni hormonski
medijatori reakcije Leydig-ovih Celija na stres (Mari¢ i sar. 1996, Andric i sar., 2013). Da bi
se analizirala slicnost delovanja glukokortikoida i IMO na proizvodnju testosterona i
casovnik u Leydig-ovim celijama, pacovi su tretirani Dexason-om u ZTO0, i efekti analizirani

nakon tretmana na ZT3,ZT7,ZT11, ZT17, odnosno ZT23.

5.4.1. Efekti tretmana sintetickim glukokortikoidom na diurnalnu steroidogenu
aktivnost Leydig-ovih ¢elija

Radi utvrdivanja efikasnost tretmana pracena je aktivnosti pacova 48h pre i 48h
nakon primene Dexason-a (Slika 5.12., A) kao i nivoa glukoze u krvi (Slika 5.12., B). Primena
Dexason-a povecala je aktivnost pacova oko 2,5 puta u poredenju sa kontrolom (875,6 +
239,1 vs 2142,3 + 573,9) i poremetila nivo i cirkadijalni ritam testosterona u Kkrvi
smanjenjem mesora i amplitude, i odloZenom akrofazom (Tabela 5.12.).

Adenohipofizni geni Cga (Slika 5.12., D), Lhb (Slika 5.12., E) izgubili su cirkadijalni
obrazac transkripcije, dok je profil eksprimiranja Nr3c1 smanjen i izmenjenog ritma (Slika
5.12., G, Tabela 5.12.) pra¢en smanjenjem GR (Slika 5.12., H; Tabela 5.12.). Star (Slika 5.12.,
[; Tabela 5.12.) i Cyp17al (Slika 5.12., L; Tabela 5.12.) izgubili su cirkadijalni profil
eksprimiranja (Slika 5.12., K), dok je eksprimiranje gena Cypl1lal pokazalo pomeranje
akrofaze (Slika 5.12., J) nakon delovanja glukortikoida. Pored toga, nivo Hsd3b1/2
transkripta je bio smanjen u poredenju sa kontrolnim vrednostima (Slika 5.12., K).

PCA analizom poreden je efekat jutarnjeg IMO i efekat glukokortikoida na
transkripciju gena povezanih sa steroidogenezom (Slika 5.12., M). PCA je pokazala delimi¢no
preklapanje klastera dva tretmana iako u manjem stepenu postoji tendencija odvajanja kroz
PC2 i PC1. Poredenje varijabilnosti podataka o eksprimiranosti steroidogenih gena izmedu
IMO i Dexason grupe, analozom varijanse, uzimajuci u obzir sve tacke vremena, je potvrdilo
da oba eksperimentalna tretmana izazivaju slicne odgovore na Nr3cl, Star, Hsd3b1/2, i

Cyp17al (Slika 5.12., M).
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Slika 5.12. Efekti tretmana sintetickim glukokortikoidom na diurnalnu steroidogenu aktivnost Leydig-
ovih éelija. Pacovi su tretirani Dekasazonom (0,01 mg / 50 pL / 100 g BV) u ZT 0. Zivotinje su Zrtvovane u
razli¢itim vremenske tacke tokom 24 sata (ZT3, ZT7,ZT11,ZT17,ZT23). Krv je sakupljana za odredivanje nivoa
kortikosterona (A), glukoze (B) i testosterona (C) kao i za odredivanje odnosa testosterona / kortikosterona (T
/ C) (D). Prikupljene su adenhipofize i izolovane Leydig-ove Celije. Iz ¢elija je dobijena RNK koja je posluzila za
analizu relativne eksprimiranosti gena pomoc¢u RQ-PCR. Analizirana je eksprimiranost adenohipofiznih gena
Gga i Lhb (E, F) i gena Leydig-ovih Celija povezanim sa steroidogenezom (G, H, ], K, L, M). Tacke podataka su
grupne srednje vrednosti + vrednosti SEM (n = 5-6). Za parametre ritma pogledajte Tabelu 5.12. Nivo proteina
GR (NR3C1, I) odreden je Western blot analizom. Prikazani su reprezentativni blotovi. Srednja vrednost
rezultata denzitometrijskih merenja, normalizovanih u odnosu AKTIN, prikazana je u formi stubi¢a + SEM.*
Statisticki znacaj izmedu kontrole i eksperimentalne grupe u istoj vremenskoj tacki (p <0,05). PCA analiza
eksprimiranosti gena povezanih sa steroidogenezom u Leydig-ovim u razli¢itim vremenskim ta¢ckma tokom
svetle i tamne faze u kontrolnim uslovima nakon tretmana (M). Dim1 i Dim2 predstavljaju prve dve PC i %
zadrZane varijabilnosti. cos2 predstavlja kvalitativni prikaz promenljivih. #Statisti¢cka znacajnost izmedu grupa
ukljucujuci sve vremenske tacke procenjene ANOVA testom (*p < 0,05, **p < 0,01).
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Tabela 5.12. Parametri ritma - nivo hormona, nivo eksprimiranja gena adenohipofize i steroidogeneh
gena u Leydig-ovim ¢elijama. Pacovi su tretirani Dexason-om i Zrtvovani u Cetiri vremenske tacake u toku
dana, zajedno sa kontrolnim grupama, nakon Cega je uzeta krv, adenohipofize i izolovane Leydig-ove celije,
dobijena RNKi zatim odredena relativna eksprimiranost gena ¢asovnika. Podaci u tabeli analizirani su upotrebom
Cosinor paketa u R studiju i Cosinor.online softvera.

Grupa p Mezor Amplituda  Akrofaza
Testosteron Kontrola 0.00625 5.67032 4.6721575 8.7713487
Dexason 0.03068 4.57087 3.219243 11.484403
Kortikosteron  Kontrola 0.0511 6.61976 0.6027399 10.115898
Dexason 0.58483
Glukoza Kontrola 0.00048 1.60802 0.5042201 15.475012
Dexason 0.12564
Cgb Kontrola 0.00001 1.119 0.7393228 20.298525
Dexason 0.07037
Lhcgr Kontrola 0.21749
Dexason 0.00346 1.00908 0.4730914 1.2793017
Nr3ci Kontrola 0.00507 1.04056 0.3408214 10.296485
Dexason 0.00209 0.58854 0.2332029 23.99514
Star Kontrola 0.00088 0.80443 0.4267648 4.3464192
Dexason 0.08000
Cypllal Kontrola 0.00029 0.97573 0.7669874 6.7839664
Dexason 0.02231 0.52026 1.5203069 8.6639747
Hsd3b1/2 Kontrola 0.79087
Dexason 0.19254
Cyp17ai Kontrola 0.00032 0.69118 0.26562911  5.23021767
Dexason 0.44320

Tabela 5.13. PCA analiza eksprimiranosti gena povezanih sa steroidogenezom (A). PC1, PC2 i PC3 su
koeficijenti linearnih kombinacija inicijalnih varijabli od kojih su izvedene osnovne komponente.

PC1 PC2 PC3
Lhr 0,508755 -0,081731 0,5480501
Nr3c1 0,0157462 0,6112645 0,0935814
Star 0,4700491 0,3345628 -0,3880836
Cypliail 0,1480319 -0,520251 -0,6075064
Cyp17al 0,5523088 -0,520251 -0,6075064
Hsd3b1/2 -0,439334 0,419872 -0,3166908
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5.4.2. Efekti tretmana sintetickim glukokortikoidom na diurnalni ritam
eksprimiranosti gena ¢asovnika

Dexason je promenio 24-Casovni obrazac eksprimiranosti gena c¢asovnika; nivo
eksprimiranosti Bmall (Slika 5.13., A) i Per1 (Slika 5.13., E) je povecan dok je transkripcioni
profil Cry1 (Slika 5.13., H) i Rev-erba (Slika 5.13., ]) izgubio karakteristi¢an oscilatorni oblik;
nivo eksprimiranosti Rora/b se povecao u ZT3 (Slika 5.13., L, M).

Tretman Dexason-om povecao je BMAL1 (Slika 5.13., B) i PER1 (Slika 5.13,, E) i u
svetloj i u tamnoj fazi dana. Poredenje efekata IMO i glukokortikoida na gene ¢asovnika
pomocu PCA analize nije pokazalo znacajne razlike izmedu eksperimentalnih grupa (Slika
5.13.,, N) i sugeriSe sli¢ne efekte tretmana IMO i glukokortikoida. Dalje, uporedivanje efekata
IMO i Dexason-a pokazuju slican odgovor na Bmall, Per1/2, Cry1l/2 i delimi¢no Rev-erba/b.
Ovakvi rezultati favorizuju glukokortikoide kao moguce posrednike uticaja stresa na

casovnik u Leydig-ovim ¢elijama.
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Slika 5.13. Efekti tretmana sintetickim glukokortikoidom na pocetku svetle faze i pracenje
eksprimiranosti gena ¢asovnika u satima nakon tretmana. Pacovi su tretirani Dekasazonom (0,01 mg / 50
uL /100 g BV) u ZT 0. Zivotinje su Zrtvovane u razli¢itim vremenskim tackama tokom 24 sata (ZT3, ZT7, ZT11,
ZT17, ZT23). I1zolovane su Leydig-ove celije. 1z ¢elija je dobijena RNK koja je posluzila za analizu relativne
eksprimiranosti gena pomo¢u RQ-PCR (A, B, C, D, E, F, G, H, 1, ], K). Tacke podataka su srednje vrednosti grupe
+ vrednosti SEM (n = 5-6). Za parametre ritma pogledajte Tabelu 5.14. Nivo proteina PER1 (L) odreden je
Western blot analizom. Prikazani su reprezentativni blotovi. Srednja vrednost rezultata denzitometrijskih
merenja, normalizovanih u odnosu AKTIN, prikazana je u formi stubi¢a + SEM.* Statisticki znacaj izmedu
kontrole i IMO grupe u istoj vremenskoj tacki (p <0,05). PCA analiza eksprimiranosti gena ¢asovnika u Leydig-
ovim cCelijama u razli¢itim vremenskim tackma tokom svetle i tamne faze u kontrolnim uslovima nakon
tretmana (M). Dim1 i Dim2 predstavljaju prve dve PC i % zadrZane varijabilnosti. cos2 predstavlja kvalitativni
prikaz promenljivih. ). #Statisticka znacajnost izmedu grupa ukljucujuc¢i sve vremenske tacke procenjene
ANOVA testom (*p < 0,05, **p < 0,01)
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Tabela 5.14. Parametri ritma - nivo hormona, nivo eksprimiranosti gena adenohipofize i steroidogenih
gena u Leydig-ovim ¢elijama. Pacovi su tretirani Dexason-om i Zrtvovani u razlicitim vremenske tacake u
toku dana, zajedno sa kontrolnim grupama, nakon ¢ega je sakupljana krv, adenohipofize i izolovane Leydig-ove
¢elije, dobijena RNK i zatim odredena relativna eksprimiranost gena ¢asovnika. Podaci u tabeli analizirani su

upotrebom Cosinor paketa u R studiju i Cosinor.online softvera.

Grupa p Mezor Amplituda Akrofaza
Clock Kontrola 0.06323
Dexason 0.16075
Npas2 Kontrola 0.18158
Dexason 0.11476
Bmall Kontrola 0.00025 0.48001 0.3796809 1.0492495
Dexason 0.27252
Per1l Kontrola 0.000005 1.13693 0.6113995 11.930876
Dexason 0.00036 2.30138 1.7954289 11.039418
Per2 Kontrola 0.00001 1.49404 1.0548774 12.987189
Dexason 0.00114 1.02513 0.6183078 11.195279
Cryl Kontrola 0.00611 0.55788 0.3755118 7.737497
Dexason 0.00001 0.68104 0.8150411 2.9757146
Cry2 Kontrola 0.00045 0.59009 0.4652883 7.6908623
Dexason 0.00209 0.63058 0.7013847 3.4727214
Rev-erba Kontrola 0.00018 1.15089 0.7177235 9.8880797
Dexason 0.05782
Rev-erbb Kontrola 0.05499 0.5896 0.2245077 6.4892875
Dexason 0.01441 0.55904 0.3401786 2.5993333
Rora Kontrola 0.14384
Dexason 0.10279
Rorb Kontrola 0.00006 0.73528 0.6315859 8.715996
Dexason 0.34246 0.85715 0.2277633 2.3275668

Tabela 5.15. PCA analiza eksprimiranosti gena povezanih sa steroidogenezom (A). PC1, PC2 i PC3 su
koeficijenti linearnih kombinacija inicijalnih varijabli od kojih su izvedene osnovne komponente.

PC1 PC2 PC3
Bmal1l 0.2004751 -0.5178304 -0.0300659
Clock 0.3648618 0.2875162 -0.0703636
Cryl 0.3968004 -0.2201994 0.2467994
Cry2 0.0626045 -0.3778225 0.4120895
Per1l 0.1170197 -0.1376288 -0.6189648
Per2 0.0830438 -0.2475601 -0.5734792
Rev.erba -0.378528 -0.1062341 0.0500589
Rev.erbb 0.4311853 -0.1560899 0.1929795
Rora 0.3979485 0.2617866 -0.0423765
Rorb 0.3806719 0.3059318 -0.0227586
Npas2 0.1106687 -0.4241987 -0.0967513
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5.5. Ispitivanje efekata in vivo/intratestikularne blokade glukokortikoidnog
receptora u uslovima stresa

S obzirom da je PCA pokazala sli¢nu varijabilnost transkripcije gena u IMO- i Dexason-
uslovima, moZe se predpostaviti da glukokortikoidi zna¢ajno doprinose efektima stresa na
Leydigove cCelije. Da bi procenili moguci doprinos glukokortikoida u promenama c¢asovnika
u Leydig-ovim Celijama izazvanim IMO, 12h pre IMO u testise pacova je iniciran blokator GR,
RU486. Ovakav tretman je sprecio promene u Perl, i Rev-erba (Slika 5.14.) u Leydigovim
Celijama sugeriSu¢i da su promene eksprimiranja gena povezane sa GR aktivacijom. S
obzirom da je RU486 efikasno sprecio promene genske ekspresije u ¢elijama poreklom od
pacova koji su izlagani IMO bez efekta na transkriociju gena u Celijama kontrolnih Zivotinja,
pretpostavljamo da je delovanje antagoniste dominantno usmereno na GR, a ne i na

progesteronski receptor.

Per1 Per?2 Rev-erba Rev-erbb
21 7 2

N
J

B Kontrola
[0 RU486

I Ly THM:E 1 — mIMO
| i i . I B RU486
0. 0. 0. +IMO

Slika 5.14. Intratestikularna blokada GR sprecava promene Per1 i Rev-erba u Leydigovim celijama IMO
pacova. RU486 (20 pg u 20 pl/testisu) ili DMSO (20 ul/testis) je injektiran intratestikularno, 12h pre IMO
tretmana; na kraju IMO tretmana Zivotinje su Zrtvovane, izolovane su Leydig-ove ¢elije. 1z ¢elija je dobijena
RNK koja je posluzila za analizu relativne eksprimiranosti gena pomo¢u RQ-PCR. Rezultati predstavljaju
srednje vrednosti grupe + SEM vrednosti (n = 5-6).
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Relativna ekspresija
—
L

(@]
L
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5.6. Ispitivanje efekata ex vivo blokade glukokortikoidnog receptora u Leydig-
ovim cCelijama

Radi procene direktnog efekta glukokortikoida na ¢asovnik u Leydig-ovim ¢elijama,
primarna kultura Leydig-ovih ¢elija je tretirana sa Hydrocortison-om (agonista GR) i RU486
(antagonista GR). Kao S$to se i ocekivalo, tretman Hydrocortison-om je povecao transkripciju
Per1, Per2 i smanjio transkripciju Rev-erba. RU486 je umanjio povecanje mRNA transkripta

izazvanog Hydrocortison-om za Perl, Per2, Rev-erba (Slika 5.15.), potvrduju¢i direktan

efekat GR-signalizacije na ¢asovnik u Leydig-ovim celijama.

Per1 Per2 Rev-erba
87 K 2 ~n i

N\

*
_ - _ 2 _ : H Basal

B
e %:"l O R9486 '
® Hidrokortison

0. B Hidrokortison
+RU486

Relativna ekspresija
N
| |
| |
|
m
/
-

Slika 5.15. Ex vivo blokada glukokortikoidnog receptora u Leydig-ovim celijama. Leydig-ove Celije su
izolovane iz testisa odraslih pacova i zasadene u Petri posude (3 x 106 Leydig-ovih ¢elija / posude). Posle 6 sati
odmora u 10% FBS-DMEM / F12, celijski medij je promenjen sa svezim DMEM / F12 i ta vremenska tacka je
navedena u ZTO0. Leydig-ove ¢elije su stimulisane sa Hydrocortison-om (100 nM) ili u kombinaciji sa RU486 (1
mM) na ZTO0, ZT10, ZT20. Posle 4h stimulacije, Leydig-ove Celije su isprane i cuvane na -80 °. 1z Celija je dobijena
RNK koja je posluzila za analizu relativne eksprimiranosti gena pomoc¢u RQ-PCR. Tacke podataka su grupne
vrednosti + SEM vrednosti tri nezavisna eksperimenta. * Statisticki znacaj izmedu kontrolne i eksperimentalne
grupe (p <0,05).
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6. Diskusija
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6.1. Stres-reaktivni odgovor Leydig-ovih ¢elija u zavisnosti od vremena

deSavanja stresogene situacije

Kao sto je ranije pomenuto, stresori aktiviraju simpaticko-adreno medularnu osovinu
(SAM) i hipotalamo-hipofizno-adrenokoritkalnu (HPA) osovinu u organizmu, usled cega
dolazi do povecéanja nivoa adrenalina i glukokortikoida u krvi. Organizam se priprema za
stanje “borbe ili bega“ i aktiviraju se brojni fizioloSki procesi znacajni za prilagodavanje i
prezivljavanje (Rivier i Rivest, 1991; Dhabhar, 2000). Medutim stres inhibiSe procese koji u
datom momentu ne poboljSavaju sposobnost prilagodavanja i preZivljavanja. Pokazano je da
stres moZe inhibisati funkcionisanje hipotalamo-hipofizno-gonadalne (HPG) osovine i time
menjati koncentraciju polnih hormona u krvi. S obzirom da je reproduktivna sposobnost
najvaznija odlika vrste u evolutivnom pogledu, organizmi su razvili razli¢ite adaptivne
mahanizme koji omogucuju uspeSnu reprodukciju ¢ak i u uslovima stresa (Rivier i Rivest,
1991; Dhabhar, 2000; Yaribeygi, 2017). Uloga ¢asovnika u Leydig-ovim celijama i njegov
znacaj u odrzZavanju reproduktivne sposobnosti ve¢ su pokazani (Alvarez i sar., 2008,
Baburski i sar., 2016, 2015). Rezultati ove disertacije ukazuju i na mogucu vezu
glukokortikoidne komponente odgovora na stres i ¢asovnika u Leydig-ovim celijama na
odrzavanje reproduktivne sposobnosti.

Poznato je da akutni psiho-fizicki stres moze uticati na reproduktivnu soposobnost,
dovodec¢i do smanjenog nivoa testosterone u krvi kod adultnih pacova, putem smanjenja
aktivnosti steroidogenih enzima CYP17 i HSD3B (Maric¢ i sar., 1996) ali i smanjenjem njihove
eksprimiranosti (Andric i sar.,, 2013). Uloga glavnih gena casovnika, Bmall, Rev-erba u
odrZavanju reproduktivne sposobnost muskaraca pokazana je ranije (Alvarez i sar., 2008;
Hodzi¢isar., 2013; Liang i sar., 2013). Poznato je i da u Leydig-ovim ¢éelijama, geni odgovorni
za proizvodnju testosterona (Star, Cypllal i Cypl7al) zajedno sa najvaznijim genima
casovnika (Bmall, Per1l/2, Cryl/2, Rev-erba/b, Rora/b, Decl/2) imaju ritmi¢nu
eksprimiranost (Baburski i sar., 2016, 2015).

Medutim, ranija istraZivanja vrSena na razliCitim eksperimentalnim modelima i
Celijskim linijama, bila su fokusirana na pracenje gena casovnika u uslovima stresa na

pocCetku svetle faze (Kostic i sar., 1997; Andric¢ i sar., 2012; Kinoshita i sar., 2012; Landgraf
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isar. 2014). Iz tog razloga bilo je nephodno ispitati uticaj stresa i glukokortikoida u razli¢itim
periodima tokom 24h. Istrazivanja u okviru ove disertacije su osmisljena da prate odgovor
organizma na stres i povecan nivo glukortikoida na pocetku i kraju svetle i tamne faze dana
radi analiziranja cirkadijalnih varijacija u zavisnosti od vremena.

Rezultati pokazani u studiji primenjene akutne imobilizacije (1xIMO) u razli¢itim
vremenskim tackama u toku dana sugeriSu da cirkadijalno vreme predstavlja vazan element

u odredivanju reakcije na stres.

Dobijeni rezultati pokazali su da akutni stres bez obzira na period dana, smanjuje nivo
testosterona u krvi i povecava nivo glukokortikoida. Ovakvi rezultati mogu se pripisati
efektima glukokortikoida na razli¢ite delove reproduktivne osovine. Takode, primecena je
smanjena eksprimiranost klju¢nih gena povezanih sa steroidogenezom (Star, Cypllal,

Cypl7al, Hsd3b1/2) tokom svetle (inaktivne) faze (Slika 6.1.).

1xIMO je pokazala razliCite efekte na eksprimiranost glavnih gena c¢asovnika u
Leydig-ovim Celijama. Stres bez obzira na vreme deSavanja stimulSe Perl/PER1 i
Bmall/BMAL1 Sto otvara diskusiju o mogué¢em direktnom delovanju glukokortikoida na
casovni u Leydig-ovim CcCelijama. Primecen je porast u ekspresiji gena Perl u svim
analiziranim vremenskim tackama, kao i PerZ na pocetku svetle i na kraju tamne faze. Sli¢ni
rezultati pokazani su i na drugim organima (Tahara i sar., 2015; Yamamoto i sar., 2005).
Ekspresija gena negativnih regulatora Rev-erba i Rev-erbb bila je smanjena tokom svetle faze
(Slika 6.1.).

Takode, stres u neaktivnoj fazi (svetloj) inhibiSe Lhcgr, Hsd3b1/2, Hsd17b4 ali takva
inhibicija izostaje ukoliko se stres desi u aktivnoj (tamnoj) fazi. Ovakvi rezultati podrzavaju
hipotezu o vaznosti cirkadijalnog sistema u oblikovanju stres-reaktivnog odgovora Leydig-
ovih Celija. Drugim recima, geni ¢asovnika direktno (preko E-, ROR- ili D-boksa) mogu da
reguliSu aktivnost ciljnih pa i steroidogenih gena ali i indirektno delovanjem na CCG koji
onda kao transkripcioni faktori reguliSu transkripciju drugih gena vaZznih za endokrinu

funkciju.
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Tumacenje dobijenih rezultata je vrlo izazovno, jer je eksprimiranost gena u Leydig-
ovim Ccelijama viSestruko-regulisani proces koji uklju¢uje nekoliko signalnih puteva
usmerenih na hormone, pre svega na kortikosteron, LH ali i mnoge druge. Ovi hormoni imaju
ritmicnu sekreciju i na ritam njihove sekrecije takode moze uticati stres. Pored toga, sistem
cirkadijalnog ¢asovnika deluje u interakciji sa mnogim razli¢itim signalima daju¢i integrisani
izlaz tokom 24-¢asovnog ciklusa, reguliSuci i druge cikli¢ne aktivnosti u ¢eliji (Al-Kaf, 2018).
Meerlo i Daan su 1998 dosli do rezultata koji pokazuju da akutni stres ne remeti centralni
oscilator u SCN (Meerlo i Daan, 1998), a ovakva istrazivanja dodatno ukazuju na sloZenost
procesa koji se odvijaju u “borbi” izmedu teZnje stresa da poremeti homeostazu i ¢asovnika

koji tu homeostazu Zeli da oCuva.

ZT3 ZT11 ZT17 Z723

Kontrola Bmal1**
IMO [
Kontrola
Mo b Clock
ZT3 ZT11 ZT17 ZT23 Kontrola
Npas2
Kontrola Lhegr** IMO
01 °
0.1- IMO Kontrola Perf*
o6l Kontrola ki IMO
Star**
114 IMO 18 - Kontrola Per2*
154 Kontrola IMO E
Cypiiatl* 26 |
24 IMO e Kontrola .
: 34 . ry1*
259 Kontiok Hsd3b1/2 K tIM?
s /D% M Kontrola
3.0 IMO e IMO Cry2*
3.4 Kontrola CmiTal 5.0 . Kontrola
3.9 IMO 58 - IMO Rev-erba**
Kontrola Hsd17b4* 67 MR Kontrola o
Mo P i IMO Rev-erbb
Kontrola
IMO Rora*
Kontrola
IMO Rorb*

Slika 6.1. Uticaj akutne IMO na eksprimiranost gena povezanih sa steroidogenezom i gena ¢asovnika.
Mape grupisanih slika pokazuju efekte 1xIMO na transkripciju gena. Crvena polja predstavljaju visoku
stimulaciju dok svetlo plava polja predstavljaju inhibiciju transkripcije gena. Zvezdice oznacavaju razliku
izmedu kontrolnih i IMO grupa u svim vremenskim tackama, analizirane dvofaktorskom ANOVA (*p < 0,05; **
p < 0,01). Zuta # oznacava razliku izmedu kontrole i IMO na specifit(nom ZT analiziranom Mann-Whitney
testom na nivou p < 0,05 (n = 5).
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6.2. Odgovor Leydig-ovih celija na ponavljane stresne situacije u

zavisnosti od cirkadijalnog vremena deSavanja stresa

Poznato je da ponovljena izloZenost stresoru bilo kakve prirode, moZe dovesti do
trajno poviSenog nivoa glukokortikoida kod ljudi (Kerr i sar., 1991; Bartolomucci i sar.,
2005). Ovako produZen poviSen nivo GC u plazmi moZe imati Stetne efekte na zdravlje i moze
doprineti razvoju i nastanku mnogih psiho-somatskih poremecaja (Agorastos i sar., 2020).

[strazivanja su pokazala da viSe puta ponovljeni stres dovodi do izmenjenog ritma
spavanja, telesne temperature, lokomotorne aktivnosti i lu¢enja hormona (Moreau i sar.,
1995; Gorka i sar.,, 1996; Dubovicky i sar., 2007). Ovi poremecaji ritma predstavljaju
neravnotezu izmedu normalno precizno orkestriranih fizioloskih procesa i procesa
ponasanja i pretpostavljaju da pojedinac postaje podlozan razvoju fizioloskih i psiholoskih
problema (Knutsson, 2003).

Ranije je pokazano da je za razliku od perifernih ¢asovnika, centralni ¢asovnik
prilicno neosetljiv na GC, jer u SCN-u nije uocena eksprimiranost gena za MR, ni GR
(Balsalobre i sar., 2000). Jiang i sar. 2011, su pokazali smanjenje amplitude oscilacija PerZ u
SCN pacova nakon Cetiri nedelje stresa. Takode, ista primena stresa smanjila je
eksprimiranost CLOCK-ai BMAL1 proteina u SCN-u (Jiangisar., 2011). Slicno tome Kinoshita
i sar., 2012 pokazali su da ponovljeni stres tokom sedam dana smanjuje eksprimiranost
PER2 proteina u SCN kod miSeva. Zajedno, ove studije pruzaju dokaze da su odredeni stresori
sposobni da poremete osnovne komponente ¢asovnika u SCN-u.

Uticaj ponovljenog stresa na funkcionisanje perifernih cirkadijalnih ¢asovnika, je vrlo
aktuelna tema. NaZalost, u savremenom drustvu ponovljeni stres Cesto je rezultat stila Zivota
koji podrazumeva nedovoljno prostora za odmor i spavanje $to doprinosi razvoju razli¢itih
poremecaju u organizmu. Uticaji ponovljenog stresa na poremecaj reproduktivne
sposobnosti Zena je veoma aktuelna i vrlo izucavana tema (Chatterjee, 2009). Medutim, ono
Sto je vrlo zanimljiva i nedovoljno razjasnjena tema je uticaj ponovljenog stresa na regulaciju
casovnika u reproduktivnim organima i Zenskog i muskog pola.

Noviji rezultati pokazali su da deset puta ponovljeni IMO smanjuje broj
spermatozoida i znaCajno smanjuje funkcionalnost spermatozoida kod adultnih pacova

(Starovlah i sar., 2020). U skladu sa ovim tvrdnjma su i rezultati istraZivanja u okviru ove
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disertacije, u kojima je smanjen nivo testosterona u neaktivnoj (svetloj) fazi. Medutim,
zapaZeno je da je efekat ponovljenog stresa na nivo testostorena u krvi najmanje bio izraZen
u tamnoj (aktivnoj) fazi dana. Pretpostavka je da je ovakav odgovor povezan sa
cirkadijalnom organizacijom glukokrtikoidne signalizacije u Leydig-ovim celijama. Naime,
eksprimiranje GR u Leydig-ovim ¢elijama ima cirkadijalan obrazac a ponavljani stres,
stimuliSe nivo GR u tamnoj fazi dana. Takode, detektovan je cirkadijalni obrazac
steroidogenih gena (Baburskii sar., 2019) $to u mnogome komplikuje analizu efekata stresa.
Dalje, pokazan je smanjen nivo eksprimiranosti gena (Lhcgr, Star, Hsd3b1l/2, Cypl7,
Hsd17b4) ukljucenih u steroidogenezu u neaktivnoj (svetloj) fazi dok u aktivnoj (tamnoj) fazi
ovakve promene uglavnom izostaju. Izrazito razli¢it efekat ponavljanog stresa na
steroidogene gene se svakako moZe povezati sa steroidogenim kapacitetom Leydig-ovih
¢elija i nivoom testosterona u krvi koji je znacajno visi ukoliko se stres deSava u aktivnoj fazi
dana. Korelaciona analiza je pokazala da je stepen eksprimiranosti gena Lhcgr, Hsd3b1/2,
Cypllali Cypl7al u aktivnoj i neaktivnoj fazi u uslovima ponavljanog stresa u pozitivnom
odnosu sa nivoom testosterona u cirkulaciji.

Primecene su i promene u ekspresiji gena ¢asovnika Sto je vrlo verovatno direktan i
indirektan uticaj GC na eksprimiranost gena putem vezivanja GR za GRE ili je ova regulacija
organizovana na neki drugi nacan. Kako god, jasan je uticaj ponovljenog stresa na
organizaciju perifernog ¢asovnika u Leydig-ovim celijama kao i na gene ukljucene u proces
steroidogeneze.

Eksprimiranje gena c¢asovnika Perl i Bmall poveéano je u svim ispitivanim
vremenskim tackama $to je bilo i oCekivano, obzirom na mogucu regulaciju ovih elemenata
casovnika glukokortikoidima. Zanimljivo je da, za razliku od akutne IMO, 10 puta ponovljena
IMO ostvaruje najviSe statisticki znacCajnih efekata na gene steroidogeneze i ¢asovnika u

ZT11 (Slika 6.2.).
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Slika 6.2. Uticaj deset puta ponovljene IMO na eksprimiranost gena povezanih sa
steroidogenezom i gena ¢asovnika. Mape grupisanih slika pokazuju efekte 1xIMO na transkripciju
gena. Crvena polja predstavljaju visoku stimulaciju dok svetlo plava polja predstavljaju inhibiciju
transkripcije gena. Zvezdice oznacavaju razliku izmedu kontrolnih i IMO grupa u svim vremenskim
tackama, analizirane dvofaktorska ANOVA (*p < 0,05; ** p < 0,01). Zuta # oznacava razliku izmedu
kontrole i IMO na specificnom ZT analiziranom Mann-Whitney testom na nivou p < 0,05 (n = 5).
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6.2.1. Poredenje odgovora nakon jednokratne i ponavljane IMO

Rezultati eksperimenata akutne i ponovljene IMO, ukazuju na razlicite efekte ova dva
tipa stresa u razlic¢itim cirkadijalnim vremenima. Primeceni su inhibitorni IMO efekti na
transkripciju Lhcgr u neaktivnom (svetlom), ali ne i u aktivnom periodu. Ovaj efekat ne zavisi
od vrste primenjenog stresa. S obzirom da je signalizacija LH-receptora klju¢na za
transkripciju steroidogenih gena i aktivaciju steroidogeneze (Dufau, 1988; Zirkin and
Papadopoulos, 2018), smanjena eksprimiranost Lhcgr u neaktivnhom periodu mogla bi da
napravi razliku u odnosu na IMO primenjenu u aktivnom periodu. Takode, IMO smanjuje
transkripciju gena adenohipofize koji kodiraju LH podedinice, Cga na kraju neaktivnog
perioda i na pocetku aktivnog perioda kao i Lhb na kraju neaktivnog i tokom aktivnog
perioda. Pretpostavka je da promene oba gena verovatno imaju posledice na nivo sekrecije

LH i stimulaciju Leydig-ovih ¢elija.

IMO utiCe na organizaciju ¢asovnika u Leydig-ovim ¢elijama. 1xIMO i 10xIMO u oba
primenjena oblika potencira eksprimiranost Bmall/BMAL1 i Per1/2/PER1 i smanjuje
eksprimiranost Rev-erba, $to sugeriSe da stresni stimulusi mogu da remete Casovnik u
Leydig-ovim Celijama. Dalje, BMAL1 se cikli¢no eksprimira u Leydig-ovim ¢elijama pacova
(Baburski i sar., 2019, 2015) i miSa (Chen i sar., 2017), stimulisu¢i eksprimiranost StAR
(Alvarez i sar., 2008) ¢ime doprinosi ciklicnoj eksprimiranost ovog proteina. S obzirom da i
akutni i ponovljeni IMO u tamnoj fazi stimuliSu BMAL1, evidentno je da ovo moZe uticati na

smanjene efekte stresa na steroidogenezu tokom noci.

Pored toga, prisustvo E-boxa kontrolisanog casovnikom kao i RORE sekvence u
promoterima Star, CypI11aliCypl7al (Chenisar. 2017), ali i u promoterima steroidogenih
regulatora kao $to je Nur77, ukazuje da BMAL1, PER i REV-ERB u Leydig-ovim ¢elijama mogu
da reguliSu eksprimiranost ovih gena i omoguce promene u njihovom intracelularnom nivou
Sto implicira da mogu uticati na ritam steroidogeneze. OpSirnije studije su neophodne da bi

se potvrdila ova hipoteza.

Sistem c¢asovnika je u interakciji sa mnogo razlic¢itih signalnih puteva unutar ¢elija, Sto

mu omogucava da proizvede integrisane izlazne informacije tokom ciklusa od 24 sata.
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Poznato je da je ritmicko lucenje kortikosterona vazan vremenski signal za koordinaciju
perifernog ¢asovnika (Koch i sar., 2017). Kortikosteron deluje kao periferni sinhronizator
casovnika regulacijom eksprimiranosti gena kroz aktivaciju posredovanu GR (Balsalobre i
sar., 2000). Utvrdeno je da geni Per1 i Per2 sadrze elemente koji reaguju na glukokortikoide.
Takode, utvrdeno je da su Rev-erba i Rora negativno regulisani glukokortikoidima (Torra i

sar., 2000).

Nasi rezultati su pokazali da je dnevni obrazac eksprimiranosti Nr3c1/GR u Leydig-
ovim Celijama izmenjen usled IMO tretmana. Dakle, dobijeni rezultati sugeriSu na moguci
stresom posredovani efekat na cirkadijalnu dinamiku signalizacije kortikosteronom i

elementa perifernog casovnika u Leydig-ovim ¢elijama.

Radi jasnije analize dobijenih rezultata, dodatno je izvrsena i korelaciona analiza kako
bi procenili moguéu povezanost dobijenih efekata sa GR-signalizacijom. IzvrSena
korelaciona analiza je predstavljena putem mapa grupisanih slika (engl. The Clustered Image
Map (CIM)). Preciznije, podaci koris¢eni za mapu grupisanih slika (Slika 6.3., A, B)
predstavljaju korelaciju izmedu GR-signalizacije (predstavljenog kao odnos kortikosterona
u krvi/GR u Leydig-ovim ¢elijama) i nivoa transkripcije gena povezanih sa steroidogenezom
(Slika 6.3., A) i gena ¢asovnika (Slika 6.3., B) u Leydig-ovim ¢elijama. Mapa predstavlja odnos
GR-signalizacije i ove dve grupe gena u svetloj/neaktivnoj (-) i tamnoj/aktivnoj (+) fazi dana
u kontrolnim, akutnim IMO (1xIMO) ili 10xIMO uslovima.

U neaktivnoj fazi dana u kontrolnoj i akutnoj IMO grupi, analiza je pokazala negativnu
korelaciju izmedu C/GR i Lhcgr, Star, Cyp11al i Hsd3b (Slika 6.3., A); pozitivna korelacija u
neaktivnoj fazi kontrolne grupe primecena je izmedu C/GR i Cyp17a i Hsd17b (Slika 6.3., A).
Geni Casovnika, kao $to su Bmall, Npas2, Per1,2, Cry1,2 i Rora, b pozitivno koreliraju sa C/GR
u uslovima kada se 1xIMO deSava u neaktivnoj fazi, dok su Rev-ereba i Rev-erbb negativno
korelisani (Slika 6.3., B). Takode, u neaktivnoj fazi u uslovima 10xIMO negativna korelacija
je primecena sa Clock, NpasZ2, Per1,2, Cry1,2, Rev-erba, b i Rora, b, gena (Slika 6.3., B).

Izvedena korelaciona analiza sugerisala je pozitivhu vezu izmedu GR signalizacije
(C/GR) i transkripcione aktivnosti gena Bmall, Per1,2, Cry1,2 i Rora,b i negativnu sa Lhcgr,
Star, Cypllal i Hsd3b1/2 povezanim sa steroidogenezom kada je 1xIMO primenjena u

neaktivnoj fazi dana. Medutim, kada je IMO primenjena u neaktivnhom periodu, negativna
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veza sa Clock, Npas2, Perl,2, Cryl,2, Rev-erba,b i Rora,b, sugerisala je neSto drugaciju
regulaciju. Pored toga, dnevni obrazac eksprimiranosti Nr3c1/GR u Leydig-ovim ¢elijama je
promenjen, smanjen u neaktivnoj fazi usled 1xIMO i pove¢an u 10xIMO, Sto doprinosi
uocavanju razlic¢itih efekata. Medutim, IMO moZe uticati na mnoge druge signalne puteve koji
su regulisani hormonima kao $to su LH, PRL i adrenalin, koji su ukljuceni u viSestruko

kordinisane procese kao Sto je eksprimiranost gena i regulacija ritma perifernih ¢asovnika.

Ukratko, rezultati pokazuju razliCitu osetljivost na stres u zavisnosti od vremena
stresnog dogadaja. Oba tipa stresa (1xIMO i 10xIMO) potenciraju eksprimiranost elemenata
casovnika koji deluju preko E-boxa (BMAL1 i PER1) bez obzira na fazu dana i inhibiraju
elemenate koji vrSe svoju aktivnost preko RORE-boxa (Rev-erba/b), Sto sugeriSe moguci

uticaj na eksprimiranost gena ne samo na ¢asovnik ve¢ i van njega.

A B Kontrola 1xIMO 10xIMO
Kontrola 1xIMO 10xIMO 291
09 079
07 05
95 03
03 |
011 01
02 02
04 04 .
07
09 0.7

09

CIGR

CIGR

Slika 6.3. Prikaz vrednosti dobijenih korelacionom analizom. Korelaciona analiza je
izvrSena izmedu GR-signalizacije (predstavljene kao odnos kortikosteron/GR u krvi) i transkripcije gena
povezanih sa steroidogenezom (A) ili gena ¢asovnika (B) tokom neaktivne (-) i aktivne (+) faze dana u
razli¢itim eksperimentalnim uslovima. Nijanse crvena boje predstavljaju gene pozitivno povezane sa GR-
signalizacijom. Nijanse plave boje odgovaraju genima koji su negativno povezani sa GR-signalizacijom.
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Dobijeni rezultati su ukazali na postojanje veze izmedu akutnog i ponovljenog stresa,
glukokortikoidne komponente odgovora na stres i koordinisanog delovanja cirkadijalnog
casovnika u regulaciji steroidogene aktivnosti, a samim tim i u oblikovanju muske
reproduktivne fiziologije, naglasavaju¢i znacaj ritmicke aktivnosti Leydig-ovih celija u

ocuvanju normalnog funkcionisanja muskog reproduktivnog sistema.

6.3. Odgovor Leydig-ovih celija na porast nivoa glukokortikoida

izazvanog stresom na pocetku svetle (neaktivne) faze

S obzirom da je akutna IMO primenjena na pocetku svetle faze pokazala efekat na
eksprimiranost najveceg broja gena ukljuCenih u proces steroidogeneze i gena ¢asovnika,
imali smo za cilj da uo¢imo posledice jutarnjeg stresa na ritmicku aktivnosti Leydig-ovih

¢elija u periodu nakon primene IMO.

Primeceno je da je nakon primenjenog jutarnjeg IMO stresa, eksprimiranost Lhcgr
ostala smanjena tokom citavih 24 sata. Bududi da je signalizacija LH receptora presudna za
transkripciju steroidogenih gena i aktivaciju steroidogeneze (Dufau, 1988; Zirkin i
Papadopoulos, 2018), ovakav efekat jutarnjeg stresa pokazao je promene i u sekreciji
testosterona, odnosno sekrecija je bila smanjenja ali samo u neaktivnoj fazi dana. Takode,
IMO smanjuje transkripciju gena adenohipofize, Cga tokom neaktivne faze Sto ¢e verovatno
imati posledice na koli¢inu pulsirajuce sekrecije LH i izmenjenu stimulaciju Leydig-ovih

Celija.

IMO je smanjila eksprimiranje Nr3c1 u ZT111iZT17 (Slika 5.10., H) i GR u ZT3, ZT11 i
ZT17 (Slika 5.10., I). Jutarnji IMO je smanjio amplitudu i mesor Star, Cyp11aliCypl7al gena
i smanjio transkripciju Hsd3b1/2 nekoliko sati nakon tretmana, medutim njihovo
ekspriranja ne pokazuje statisticki znacajnu razliku u odnosu na kontrole 20h nakon
tretmana.

IMO primenjen na pocetku svetle faze uticao je na transkripciju gena ¢asovnika u
Leydig-ovim ¢elijama. Povecano je eksprimiranje Bmall i Per1 neposredno nakon IMO. Dok

je eksprimiranost Rev-erba, i Rev-erbb kao i Cry1 pokazala smanjen profil transkripcije. IMO
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nije znacajno uticao na eksprimiranost Clock, Npas2, kao i Cry2, Rora /Rorb ali je izmenio
eksprimiranost proteina BMAL1 i PER1 u Leydig-ovim c¢elijama.

Dobijeni rezultati ukazuju da se u satima nakon IMO tretmana smanjenjem
koncentracije glukokortikoida u krvi, smanjuje i efekat promena na steroidogeni kapacitet i
¢asovnik u Leydig-ovim ¢elijama Sto predstavlja vrlo znacajan rezultat i ukazuje na moguce

pravce daljih istraZivanja mehanizama odgovora na stres.

T T T T T T ————
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Slika 6.4, Uticaj jutarnjeg IMO na eksprimiranost gena asovnika. Zelene strelice pretstavljaju
stimulatorno, a crvene inhibitorno dejstvo. Statisticki znacaj zmedu kontrolne i eksperimentalne
grupe (p <0,05). Kreirano pomoéu Biorender.com.

6.4. Odgovor Leydig-ovih celija na tretman glukokortikoidima na pocetku

svetle (neaktivne) faze

Kako bi potvrdili da li su efekti IMO primenjene na pocetku svetle faze na
steroidogenu aktivnost i gene Casovnika u Leydig-ovim celijama rezultat delovanja gluko-
kortikoidne komponente odgovora na stres, izveden je ogled akutne oralne primene sin-
tetickih glukokortikoida na pocetku svetle faze, upotrebom leka Dexasona. Lek Dexason
sadrZi aktivnu supstancu Deksametazon, i pripada grupi kortikosteroidih lekova. Ranije su

utvrdena mnoga pozitivna dejsta ovog leka na fiziolosSke procese kod ljudi i Zivotinja

(Olevsky, 1975).
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Novija istrazivanja su pokazala da Deksametazon, analog glukokortikoidnog
hormona, indukuje eksprimiranost gena cirkadijalnog ¢asovnika u fibroblastima pacova i
prolazno menja fazu eksprimiranosti gena cirkadijanog Casovnika in vivo (Balsalobre i sar.,
2000). Dosadasnji rezultati pokazuju da tretman Deksametazonom u trajanju od 2 sata utiCe
na eksprimiranost gena povezanih sa cirkadijanskim Casovnikom u zrelim granuloza
¢elijama pacova (Chu i sar., 2012). Stoga je zakljuCeno da je lek Dexason vrlo povoljan za
ispitivanje regulacije cirkadijalnog ritma.

Poznato je da na nivou transkripcije, glukokortikoidi sinhronizuju periferne
oscilatore, uticu¢i na eksprimiranost gena casovnika kao odgovor na niz promena
(Balsalobreisar.,2000). U Leydig-ovim Celijama, glukokortikoidi oslobodeni kao odgovor na
stres povecali su i ukinuli ritmic¢ku transkripciju Bmall, Cry1/2 i Rev-erba i povecali Perl.
Takode, kosinor analiza je pokazala fazno pomeranje Perl, i nakon IMO tretmana i nakon
tretmana glukokortikoidima.

Jutarnji in vivo tretman Dexason-om izazvao je slican odgovor kao i IMO tretman
eksprimiranje gena ¢asovnika. PC analiza pokazala je odsustvo znacajnih razlika izmedu IMO
i tretmana glukokortikoidima na eksprimiranost gena ¢asovnika u Leydig-ovim celijama
(Slika 5.15). Sli¢ne promene u transkripciji gena ¢asovnika sugeriSu da IMO deluje na gene
Casovnika povecavanjem glukokortikoida u krvi. Dobijeni rezultati su u skladu sa rezultatima
dobijenim u drugim perifernim ¢asovnicima (Chrousos, 2009; Kino i Chrousos, 2011).

Pokazano je da GR utiCe na eksprimiranost gena Per1 (So i sar., 2009). Pored toga, GR
takode reguliSe eksprimiranost Rev-erba (Torra i sar., 2000; Oster i sar., 2017).Rezultati
ukazuju da su glukokortikoidi i GR vaZni u oblikovanju ritma ¢asovnika, ali nisu jedini
elementi koji u€estvuju u modulaciji ritma Leydig-ovih ¢elija.

PC analiza je takode pokazala i slicne efekte IMO tretmana i glukokortikoida na
eksprimiranost Nr3cl, Cyp11lal i Hsd3b1/2 u Leydig-ovim Celijama. Medutim, rezultati se
delimic¢no razlikuju u relativnoj eksprimiranost gena Lhcgr, Star i Cyp17al, Sto verovatno
ukazuje na uces¢e drugih hormona koji se aktiviraju kao deo odgovora na stres.

Pokazano je da je tretman Dexason-om povecao voljnu aktivnost pacova tokom 48
sati nakon tretmana, oSto moZe biti rezultat dugotrajanog efekata koji je verovatno

posredovan genomskim efektima GR.
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U svakom slucaju dobijeni rezultati potvrdili su da, glukokortikoidi definitivno
oblikuju ritam mnogih telesnih funkcija, ukljucujuéi i produkcije androgena ali i voljnu

aktivnost kod pacova.
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Slika 6.5. Uticaj oralnog tretmana sintetickim glukokortikoidima na eksprimiranost gena
casovnika. Zelene strelice pretstavljaju stimulatorno, a crvene inhibitorno dejstvo. Statisticki znacaj
izmedu kontrolne i eksperimentalne grupe (p <0,05). Kreirano pomocu Biorender.com.

6.5. In vivo/ex vivo blokada glukokortikoidnog receptora
Radi procene moguceg efekta glukokortikoida na ciljane elemente c¢asovnika u
Leydig-ovim celijama koju su pokazali odgovor u ranije praenim eksperimentalnim

modelima, izvrSena je analiza rezultata koji su dobijeni in vivo i ex vivo ogledima blokada GR.

Ru486 ili mifepristone je sinteticko steroidno jedinjenje koje se koristi kao lek. On
je antagonist GR kao i progesteronskog receptora. In vivo blokada GR intratesikularnom
injekcijom RU486 sprecila je IMO-indukovane promene u eksprimiranosti Perl i Rev-erbe u
Leydig-ovim Celijama, sugerisuci da je ovo dejstvo povezano sa aktivacijom GR. Budu¢i da
RU486 sprecava promene u eksprimiranosti gena u cCelijama eksperimentalne grupe
Zivotinja, a nema efekte na Celije kontrolne grupe Zivotinja pretpostavili smo da je efekat

preteZzno usmeren na GR.
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Kao $to je in vivo ogledima pokazano, povecan nivo glukokortikoida, znacajno utice
na Casovnik u Leydig-ovim Ccelijama kao i proizvodnju testosterona, a samim tim i
reproduktivni proces. Stres uzrokuje fazne pomake ili gubitak oscilacija u transkripciji gena
casovnika, narocito na pocetku svetle faze, ali je uticao i na periferni ¢asovnik u Leydig-ovim
¢elijama na pocetku aktivnog perioda (Medar i sar., 2021, Sciarrai sar., 2020; Starovlah i sar.,
2020).

Ex vivo tretman potvrdio je rezultate dobijene u in vivo studijama. Hydrocortison je
povecao transkripciju Perl, Per2 i smanjio transkripciju Rev-erba. RU486 je umanjio
povecanje mRNA transkripta izazvanog Hydrocortison-om za Perl, Per2 Rev-erba (Slika
5.15.). Ovakav rezultat dodatno podrZava hipotezu o direknom delovanja GR na gene
¢asovnika u Leydig-ovim ¢elijama. Gen Per1 je primer gena ¢asovnika koji osim E-box-a ima
i GRE elemente u njegovoj regulatornoj sekvenci. Vezivanje GR-a za sekvencu PerZ takode su
pokazani (So i sar., 2009). Poznato je i da Rev-erba i Rora geni sadrZe funkcionalno negativni
GRE element (Torra i sar., 2000). Ovakvi rezultati odbacuju moguce efekte RU486 preko
progesteronskog receptora (PR), obzirom da je poznato da je RU486, PR antagonista.

Interesantno je da odredeni rezultati sugeriSu da proteini casovnika i GR direktno
fizicki medusobno deluju. Takode, moguce je neki geni ¢asovnika verovatno mogu da
acetiliraju GR i na taj nacin inhibiraju njegovu aktivnost, verovatno smanjenjem njegove
sposobnosti da se veze za DNK (Nader i sar., 2009).

Trenutno se vrlo malo zna o subcelijskoj dinamici ili preciznoj vremenskoj korelaciji
interakcija casovnik - GR. U svakom slucaju, rezultati ukazuju da interakcija glukokortikoida
i cirkadijalnog ¢asovnika ukljucuje regulaciju kako na nivou gena, tako i na nivou proteina i
u Leydig-ovim cCelijama Sto definitivno utice na steroidogeni kapacitet i funkcionisanje

muskog reproduktivnog sistema.
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7. ZaKkljucci
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Rezultati i diskusija ove doktorske disertacije, doveli su do sledeéih opstih zakljucaka:

e Rezultati dobijeni kroz razli¢ite eksperimentalne modele (in/ex vivo) u okviru
doktorske disertacije ukazuju na glukokortikoidnu signalizaciju kao vaZnu
komponentu oblikovanja ritma Casovnika i steroidogene aktivnosti Leydig-ovih
Celija;

¢ Glukokortikoidi, kao medijatori odgovora na stres, ili egzogeno primenjeni, resetuju
cirkadijalni ¢asovnik u Leydig-ovim (¢elijama stimuliSu¢i eksprimiranje
Bmall/BMAL1 i Per1/PER1 nezavisno od cirkadijalnog vremena ali i inhibiSuci
transkripciju Rev-erba u neaktivnoj fazi dana;

e Takode, izlaganje poveéanim nivoima glukokortikoida bilo izazvano stresom ili
egzogenom primenom, znacajno ometa proizvodnju testosterona: Leydig-ove celije
razlic¢ito reaguju na porast glukokortikoida izazvan stresnom situacijom u zavisnosti
od cirkadijalnog vremena deSavanja stresogene situacije; transkripcija gena klju¢nih
za biosintezu testosterona (Lhcgr, Star, Hsd3b1/2, i Hsd17b4) je inhibisana u
neaktivnoj fazi, a nepromenjena ukoliko se stresogena situacija desi u aktivnoj fazi
dana. Ovakva izmenjena aktivnost steroidogenih gena se odrazava na nivo
testosterona u cirkulaciji te je u uslovima ponavljane stresne situacije u aktivnoj fazi
pad testosterona znacajno manji u odnosu na stres u neaktivnoj fazi dana;

e Dobijeni rezultati i diskusija literaturnih podataka je ukazala na koordinisano
delovanje glukokortikoidne signalizacije i cirkadijalnog sistema u regulaciji sinteze
testosterona i oblikovanju muske reproduktivne fiziologije. Na slici 7.1 predstavljen

je mogu¢i mehanizam ove koordinisane aktivnosti.
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Slika 7.1. Predlog mehanizma delovanja glukokortikoida na elemente cirkadijalnog ¢asovnika i steroidogene
masinerije u Leydig-ovim celijama. Kreirano pomoc¢u Biorender.com.
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Osaj O6pasay uvuHu cacmasHu deo dokmopcke ducepmayuje, 0OHOCHO 0OKMOPCKO2
YyMemHU4Koe npojekma koju ce 6paHu Ha YHusep3zumemy y Hosom Cady. IlonyrweHn Ob6paszay
yKopu4umu u3a mekcma dokmopcke ducepmayuje, 00HOCHO O0OKMOPCKO2 YMEMmMHUYKO2
npojekma.

[Inan mpemmana nodamaka

Yjiora riiyKokOpTHKOHWAA y BMPKaJHMjaJTHOj CAHXpOHHU3auuju eHAoKpuHe ¢pyHkuuje Leydig-

oBux henuja

a) /[lemaptMaH 3a Ouosiornjy u exoJsorujy, IIpupogHo-maTreMaTH4ku GQaKyJ/ITerT,
Yuugepsuret y Hosom Cany

6)

B)
“MoJieKy/IapHM MEeXaHU3MH U NMyTeBU CUTHA/IHE TPAHCAYKIMje YK/bYYEHHU Yy peryJanujy

crepougoreHese u ajanrtanujy Leydig-ovih hesnmja nHa mnopemeheHy xomeocrasy“
(pyxoBoguaan;: npo¢. ap Tarjana Kocruh), OM173057 u No.451-03-9/2021-14/ 200125.

“la 11 cy penpoAyKTUBHU XOPMOHM Be3a H3Melhy cTpeca, MeTaGO/JUYKOT CUHApPOMA U
crapema“ (pykoBoauwian: npod. Ap CuaeaHa AHgpuh), IIoKkpajuHCcKu cekpeTapujaT 3a
o6Gpa3oBame, HAyKy M TEXHOJIOWIKH pa3Boj AyTOHOMHe nokpajuHe Bojsoaune (2018-2021)
ATIB2856

»Ja JI1 HAYMH )KUBOTA MOXKe Y3POKOBAaTH CMambemhe MyliKe pepTU/IHOCTH?* (PYKOBOAMIALL:
npod. ap Tartjana Koctuh), I[lokpajuHcku cekperapujaT 3a o6Gpa3oBame, HayKy H
TEeXHOJIOLIKHU pa3Boj AyTOHOMHe NoKpajuHe Bojoaune (2021-2024) AIIB2708

Y oxBupy oOBe [JOKTOpCKe JucepTanuje mnpaheH je yTuinaj crpeca, nocpeAoBaH
IJIYKOKOPTUKOWAUMA, Y HMPKAAUja/IHOj CHHXPOHU3aLUju eHAOKpUuHUX ¢yHknuja Leydig-
oBHUX heJiMja ogpac/iaux nanoBa Kpo3 pas3JIu4yuTe in vivo U ex vivo eKciepuMeHTa/IHe MoJeJe.
EKcriepyMeHTa/IHU MOJe/IM 0GyXBaTa/iu Cy NpUMeHy cTpeca uMmooumsanuje (MMO), y
pa3s/JIMYUTUM LMpPKaJMja/IHUM BpeMeHMMa, M pa3/IMYUTOM Opojy NOHaB/bamka, Kao M
TpeTMaH MNpPUMEHe CHUHTeTUYKUX TIJyKOKopTukouza. IIpenusHuje, oBe cTyauje cy
Au3ajHupaHe Aa ucnutajy (1) aa au je epekaT r/iyKOKOPTUKOUJA HA 06pa3al, eKcrnpecHje
reHa 4YaCOBHMKAa, reHa MOBe3aHUX Ca CTepPOUAOreHe30M, Kao U APyrux reHa oj 3Ha4aja 3a




eHaokpuHy ¢yHKkuujy Leydig-oBux henuja, BpeMeHCKM 3aBHCaH, Kao M (2) Ja iy je 3aBUCaH
O/, THIA CTpecHor Aorahaja (aKyTHU ¥ NOHOB/bEHH CTpEC).

2.1 MeTopo/10THja 3a NPUKYI/bakhe /TeHEPUCAbE MTOJjaTaKa

2.1.1. Y oKBHpY KOT UCTPAKMBAYKOI HALPTA Cy NOJALM IPUKYII/bEHU?

a) eKCepyuMeHT, HABECTU THUII In vivo, ex vivo

6) KopeJIallMOHO UCTPAXKHMBAH€e, HABECTU THUII _

1) aHaJI1M3a TeKCTa, HABECTH THII

,EL) 0CTaJio, HaBeCTH 1IITa

2.1.2 Hagecmu epcme MepHUX UHCMpYyMeHama uau cmaHdapde nodamaka cneyu@uyHux 3a
odpeheHy HayuHy ducyunauHy (ako nocmoje).

Ipoueaype 3a AeTeKNHjy HUBOA eCKIPUMHUPAHOCTHU I'eHa U MPOTEHNHA, Mpoueaype
3a  JAeTeKIHjy HHMBOA XOpPMOHa, mponeaypa 3a  JeTeKnHjy aKTHBHOCTH
KUBOTHIA

2.2 KBasiuTeT nojaraka U CTaHAapAu

2.2.1. TpeTmaH HegocTajyhux nojjaTaka

a) Jla i1 MmaTpuIa caapxu Hepoctajyhe nogatke? [la He

AKko je oiroBOp /13, OJITOBOPUTH Ha ciiefieha mUTamba:

a) Kosivkw je 6poj HemocTajyhux nogaraka?

0) Jla i ce KOpUCHUKY MaTpHUlie Npenopy4dyje 3aMeHa HeJlocTajyhux nogartaka? /la He

B) AKo je oiroBOp /13, HABECTH CyTrecTHje 3a TPeTMaH 3aMeHe HeloCTajyhux mojaTtaka




2.2.2. Ha K0oju Ha4MH je KOHTPOJIMCAH KBAJIUTET NoAaTaka? OnucaTu

KBasiuTeT nojaraka je KOHTPOJIMCaH CTATUCTUYKOM aHA/IM30M A00HjeHUX N0JaTaKa, Kao v
nopehemweM J00UjeHHX NOJATAKA €A JUTEPAaTyPHUM NOJALMMaA U3 pe/ieBAaHTHUX M3BOPa,
JAOK Cy aHa/1M3e palheHe y ckaay ca onmte npuxsaheHMM J1a60paTOPUjCKUM NPOTOKOJIUMA

U npoueaypama.
2.2.3. Ha Koju Ha4yUH je U3BpIlIeHa KOHTPOJIA YHOCA [ToaTaKa y MaTpULy?

KoHTpoJi1a yHOCa mojaTaka y MaTpHIly je u3BplIeHa nopehemeM J061jeHNX noaTaKa ca
JIUTEPAaTypPHUM NOAALUMA.

3.1. TpeTMaH 1 yyBame noJaTaka

3.1.1. lodayu he 6umu denoHosaHu y _ JIOKTOpPCKa AucepTanyja he 6MTH AenmoHOBaHa y
PenosuTopujymy AOKTOpCKHX AucepTanuja y YHuBepsurtety y Hopom Caay (CRIS) u
3ajeAHUYKOM NMOPTALy CBUX AOKTOPCKHUX JMCepTalMja U U3BellITaja KOMUCHja O lbUXOBOj
OLleHU Ha yHUBep3uTeTuMma y Cp6uju (NARDUS) ___

3.1.2. URL adpeca __ https://cris.uns.ac.rs/index.jsf u
https://nardus.mpn.gov.rs/

3.1.3. DOI

3.1.4. /la au he nodayu 6umu y omeopeHom npucmyny?

a) Aa
6) /Ja, anu nocae embapea koju he mpajamu do
8) He

AKo je odzo60p He, Hasecmu pas/oe

3.1.5. [lodayu Hehe 6umu denoHo8aHU y peno3umopujyM, aau he 6umu 4yeaHu.




O6pasnodcerse

3.2 MeTanogany 1 JOKyMeHTalMja nogaTaka

3.2.1. Koju ctanpaap/; 3a MeTanoiaTke he 6UTU pUMeHeH?

3.2.1. HaBecTn MeTanozaTKe Ha OCHOBY KOjUX Cy IIOJALH JelIOHOBAaHU Y PeNIO3UTOPHU]jyM.

AKo je nompe6Ho, Hasecmu Mmemode Koje ce Kopucme 3a npey3umarbe nodamaka, aHaAumu4kKe u
npoyedypasiHe uHgopmayuje, Luxo80 koduparse, demaseHe onuce 8apujabau, 3anuca umo.

3.3 CtpaTeryja u CTaHAAp/AM 3a YyBambe NoJaTaka




3.3.1. Jlo kor neproja he mojauu 6UTH YYBaHH y PENIO3UTOPHUjYMY?

3.3.2. [la i he nojanu 6UTH AenoHoBaHu noA uiudpom? Jla He

3.3.3. [la siu he mudpa 6utH JoctynHa oapeheHom Kpyry uctpaxuBava? Jla He

3.3.4. /la iu ce moiaIii MOpajy YKJIOHUTH U3 OTBOPEHOT NMPUCTYIIA NOCJIe U3BECHOT BpeMeHa?
Jla He

06pasnoXUTH

OBaj oziesbak MOPA 6UTH MOMyHeH aKo Ballld HOAAIM YKJ/bY4Yjy JUYHE NOAATKE KOjU ce 0JIHOCe
Ha yYeCHUKe Yy UCTpaXKUBaby. 3a pyra UCTpaKUBamba Tpeba Takohe pasMOTPUTH 3aIUTUTY U
CUTYPHOCT NoJaTaka.

4.1 ®opMasiHM CTaHJAAP/U 32 CUTYPHOCT UHPOpMalMja/moAaTaKka

HcTpaxrBayu KOjU CIPOBO/ie UCIMTHUBAKA C JbYAMMa MOPajy [la Ce MpUApPKaBajy 3aKkoHa 0
3alUTUTH MOAATaKa O IMYHOCTH

(https://www.paragraf.rs/propisi/zakon o _zastiti podataka o licnosti.html) v oaroBapajyher
MHCTUTYLIMOHAIHOT KOJIEKCa 0 aKaJleMCKOM UHTErPUTETY.

4.1.2. [la 14 je UcTpakuBamwe 07,06peHO 0/, cTpaHe eTUuKe komucuje? [la He
Ako je onroBop /la, HaBeCTH JJaTyM U Ha3UB eTUYKe KOMHCH]e Koja je 0/J00pu/ia UCTPAKUBAbE

OrJiesu cy oA06peHH O cTpaHe JIOKaJaHOr ETMYKor komuTeTa YHUBep3uTeTa y HoBoM
Caay (6poj ogo6pema: U-2011-02, UMU-2011-04, 01-201/3, UU-2020-01-02) u
MuHHCTapCcTBa NO/bONIPUBPEJE, IyMapcTBa U Bogonpuspee Penyo6iuke Cp6uje - YiipaBa
3a BeTepuHy (6poj pemiewma: 323-07-0-00345/2020-05).

4.1.2. /la 1y noAauM yK/by4yjy JIMUHE NOJAaTKe yYeCHUKA y ucTpaxkuBawy? /la He



https://www.paragraf.rs/propisi/zakon_o_zastiti_podataka_o_licnosti.html

Ako je oaroBop Aa, HaBeJUTE HA KOjH HAYHH CTe OCUTYPaJIU TOBEP/bUBOCT U CUTYPHOCT
nHbopMaLMja Be3aHUX 32 UCIIUTAHUKE:

a) [lopany HUCY Y OTBOPEHOM MPHUCTYIY
0) [ogauu cy aHOHUMU3UPAHU
1) OcTaJsio, HaBeCTH 1ITa

5.1. llodayu he 6umu
a) jasHo docmynHu

6) docmynHu camo yckoMm kpyay ucmpaxcueava y odpeheHoj HayuHoj o6a1acmu

y) 3ameopeHu

AKo ¢y hodayu docmynHu camo yckom Kpyay ucmpaxcusava, Hagecmu nod Kojum yca08uma mozy
da ux kopucme:

Ako cy nodayu docmynHu camo yCcKoM Kpyay ucmpaxcugayid, Hagecmu Ha KOju Ha4YUuH Mozy
npucmynumu nodayuma:

5.4. Hasecmu auyenyy nod kojom he npukynseeHu nodayu 6umu apxugupaHu.




6.1. Hasecmu ume u npezume u mej1 adpecy 8/1dcHuUka (aymopa) nodamaka

_Mapuja Mepap, marija.medar@dbe.uns.ac.rs

6.2. Hagecmu ume u npesume u mej1 adpecy ocobe koja 00prcasa mampuyy ¢ nodayuma

_Mapuja Megap, marija.medar@dbe.uns.ac.rs

6.3. Hasecmu ume u npe3ume u meja adpecy ocobe koja omozyhyje npucmyn nodayuma dpyaum
ucmpaxcugavuma

_Mapuja Mepap, marija.medar@dbe.uns.ac.rs







