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Proteomski i metabolomski uvid u biohemijske osnove depresije i delovanje

antidepresiva na zivotinjskom modelu depresije

SAZETAK

Poznato je da dugotrajna izloZenost stresu uzrokuje strukturne i funkcionalne promene u mozgu
koje vode nastanku depresije kod ljudi. Jedan od etioloski bitnih faktora je psihosocijalni stres,
koji ukljucuje 1 hroni¢ni stres socijalne izolacije. Decenije istrazivanja nisu dale odgovor na pitanje
koje molekulske promene doprinose razvoju ovog tipa poremecaja ponaSanja. Pored
dijagnostifikovanja i leCenja depresije, veliki izazov predstavlja i pracenje terapije kod depresivnih
pacijenata, s obzirom da nisu potpuno poznati mehanizmi antidepresivnog delovanja lekova, ni
biomarkeri za pracenje njihovog delovanja. Odlozeno dejstvo antidepresiva ukazuje na
biohemijske promene koje su vremenski zahtevne i verovatno se zasnivaju na proteomskim
promenama. Dosada$nja istrazivanja su izdvojila hipokampus kao jedan od najpogodenijih
mozdanih regiona u depresiji. 1z svega navedenog, cilj ove doktorske disertacije bilo je ispitivanje
ukupnih biohemijskih promena u hipokampusu muzjaka pacova soja Wistar, koji usled hroni¢ne
izlozenosti stresu socijalne izolacije, u trajanju od 6 nedelja, pokazuju ponaSanje nalik
depresivnom. Takode, cilj je bio da se identifikuju sveukupne, ali i ciljane, biohemijske promene
koje su u osnovi efikasnog delovanja hroni¢nog tretmana antidepresivima (poslednje 3 nedelje od
6 nedelja izloZenosti stresu socijalne izolacije), Sto je ostvareno ispitivanjem antidepresiva
suprotnog osnovnog mehanizma delovanja, fluoksetina (15 mg/kg dnevno) ili tianeptina (10 mg/kg
dnevno). Biohemijske promene su identifikovane pomoc¢u metabolomske analize i obrade
podataka komparativne proteomske analize celokupnog lizata/frakcija (citosola i nesinapti¢kih
mitohondrija (NSM)) hipokampusa pacova, gde je bioinformaticka obrada rezultata ukazala na de-
regulaciju biohemijskih puteva i vazne ciljane molekulske promene u osnovi ponasanja nalik
depresivnom i mehanizmu delovanju tianeptina ili fluoksetina.

Testovi ponasanja kori$¢eni SuU za odredivanje parametara ponasanja nalik depresivnom. Na
osnovu rezultata testova, odabrani su pacovi koji su nakon izlaganja stresu hroni¢ne socijalne
izolacije ispoljili ponasanje nalik depresivnom, kao i pacovi kod kojih su hroni¢ni tretmani

tianeptinom ili fluoksetinom normalizovali ovo ponaSanje.



Obradom podataka komparativne proteomske analize, kod pacova sa ponaSanjem nalik
depresivnom, izazvanim hroni¢nim stresom socijalne izolacije, pokazano je naruseno
funkcionisanje NSM, kroz smanjenje ekspresije proteina ukljuc¢enih u energetski metabolizam, kao
I naruSenu komunikaciju sa citosolom, na osnovu smanjene ekspresije transportnih proteina.
Suptilnije promene uocene u citosolnoj frakciji svedoce o deregulaciji inozitol-fosfatnog puta,
enzima bitnih za sintezu neurotransmitera, kao i neuralnog ¢elijskog molekula adhezije (engl.
neural cell adhesion molecul, NCAM 1). Hroni¢nim tretmanom tianeptinom ili fluoksetinom, na
sub-proteomskom nivou su uocene manje ekspresione promene u citosolu, dok su u NSM
antidepresivi vratili ili povecali ekspresiju molekula uklju¢enih u Krebsov ciklus, put oksidativne
fosforilacije i transmembranske transportne proteine, stimuliSuc¢i tako funkcionalnost i dinamiku
NSM. Jedinstvene promene u delovanju oba antidepresiva, u odnosu na hronic¢ni stres socijalne
izolacije, uocavaju se kroz povecanje ekspresije voltazno zavisnog jonskog kanala (engl. voltage
dependent anion chanel, VDAC) 1 i 2, nosaca fosfata, kao i ADP/ATP translokaze 2.

Metabolomska analiza lizata hipokampusa ukazala je na narusen metabolizam
aminokiselina, nezasi¢enih masnih kiselina i inhibitornog neurotransmitera y-aminobuterne
kiseline (GABA) kod pacova koji su pokazali ponasanje nalik depresivnom. Klasifikator, baziran
na ma$inskom ucenju, pokazao je klasne razlike izmedu stresirane i kontrolne grupe Zivotinja, i
odredio GABA-u kao metabolit sa najve¢im doprinosom pomenutim razlikama. Hroniéni tretman
tianeptinom normalizovao je socijalnom izolacijom naruSene biohemijske puteve i procese, medu
kojima GABA-u, piroglutamat, nezasi¢ene masne kiseline, povec¢ao nivoe treonina i aspartata,
holesterola i njegovih metabolita, kao i delovao smanjenjem nivoa mio-inozitola. Kao kljuéni
molekuli divergencije tianeptinom, tretirane grupe stresiranih Zivotinja pokazani su trans-13-
oktadecenska kiselina, mio-inozitol, holestan-3,5-diol, 5-acetat i pantotenska kiselina. Efikasan
tretman fluoksetinom ukazao je na suptilnije izmene metaboloma, uz uocen trend rasta nivoa
GABA-¢, piroglutamata i znacajan pad glicerola i L-norvalina. Klasifikator je prepoznao glicerol
kao metabolit sa najve¢im doprinosom klasnim razlikama. Ova disertacija je prvi put pokazala da
hroni¢ni tretmani tianeptinom ili fluoksetinom poveéavaju vezivanje ketamina i ksilazina u
hipokampusu pacova, upucujuci tako, indirektno, na povecéanje broja vezivnih mesta pomenutih
anestetika i analgetika/sedativa, a to su N-metil-D-aspartat receptor (NMDAR), tirozin receptor
kinaza B (TrkB) i a2-adrenergicki receptor (AR).



Rezultati ove doktorske disertacije potvrdili su relevantnost nekoliko hipoteza u definisanju
ponasanja nalik depresivnom i antidepresivnom delovanju lekova. S tim u vezi, hroni¢ni stres
socijalne izolacije uslovio je disfunkciju NSM u energetskom smislu i na nivou razmene sa
citosolom, kompromitovanost inhibitorne neurotransmisije, dok su, sa druge strane, antidepresivni
tretmani stimulisali transport i energetske procese u NSM, inhibitornu signalizaciju i, moguce,
delovali poveéanjem brojnosti NMDAR, TrkB i a2-AR. Takode, angazovanost inozitol-fosfatnog
puta u patofizioloskoj osnovi depresije, mehanizmu antidepresivnog delovanja i korelaciji mio-
inozitola sa imobilnim ponasanjem Zivotinja, upuéuju na signalne puteve koje je potrebno dodatno
istraziti. Rezultati ove disertacije ukazuju na povezanost izmedu imobilnog ponasanja zivotinja i
nivoa odredenih lipida, ¢ime blize ukazuju na znacaj lipidnog statusa u patofiziologiji ponasanja
nalik depresivnom kod socijalno izolovanih zivotinja. Deduktivnim putem identifikovane
molekulske promene, od znacaja u hroni¢énom stresu socijalne izolacije kao animalnom modelu
depresije i delovanju antidepresiva suprotnog osnovnog mehanizma delovanja, predstavljaju korak
blize rasvetljavanju biohemijskih osnova depresije i ciljanih molekula koji bi pomogli u

efikasnijem tretmanu bolesti.

Kljuéne redi: Hroni¢ni stres socijalne izolacije, Depresija, Hipokampus, Fluoksetin, Tianeptin,

Metabolomiks.

Naucéna oblast: Biohemija.

UZa nauéna oblast: Neuronauke.



Proteomic and metabolomic insight into the biochemical background of depression and

antidepressant action in an animal model of depression

ABSTRACT

Prolonged stress exposure evokes structural and functional brain changes leading to the
development of depression. One of the most important etiological factors of depression is
psychosocial stress, including chronic social isolation stress (CSIS). Decades of investigation
failed to unravel molecular changes in the pathophysiology of this mood disorder. Besides
diagnosing and treating depression, a substantial challenge represents monitoring the course of the
illness, given that precise knowledge about the mechanism of antidepressant action and specific
biomarkers of treatment is lacking. The late onset of action of antidepressants points to some time-
consuming biochemical modulations, probably based on proteome changes. Until now, science
highlighted the importance of the hippocampus as one of the most affected brain regions in
depression. Based on the mentioned, the present thesis aimed to investigate total biochemical
changes in the hippocampus of male Wistar rats exposed to CSIS (6 weeks) that led to the
development of depressive-like behavior. Also, the aim was to identify total and targeted
biochemical changes of the effective chronic antidepressant treatment (last 3 weeks of 6-week
social isolation) by exploring the mechanism of two antidepressants with the opposite primary
mechanism of action, fluoxetine (15 mg/kg/day) and tianeptine (10 mg/kg/day). Targeting
biochemical changes was performed with the use of comparative omics approach, metabolomics
analysis and analysis of proteomics data of the chole tissue lysate/fractions (cytosol and non-
synaptic mitochondria (NSM)) of the rat hippocampus, and bioinformatic analysis pointed on de-
regulated biochemical pathways and promising targeted molecular changes in the basis of
depression and mechanism of action of tianeptine and fluoxetine.

Behavioral testing was used for the assessment of features representative of depressive-like
behavior. Based on these results, rats were designated as responsive to stress and responsive to
treatment with tianeptine or fluoxetine.

Based on the results of comparative proteomic analysis, depressive-like behavior was
characterized by dysfunctional NSM and altered communication with cytosol due to the down-

regulated expression of proteins involved in energy metabolism and transport. More subtle changes



were seen regarding cytosolic fraction, where the most prominent changes were deregulation of
the inositol phosphate pathway, neurotransmitter synthesis related enzymes, and neural cell
adhesion molecule 1 (NCAML). Chronic treatments of tianeptine or fluoxetine also induced more
subtle sub-proteome changes of cytosol. However, in the NSM, the two antidepressants restored
or increased the expression of the Krebs cycle enzymes, oxidative phosphorylation, and
transmembrane transport proteins, thus favoring functionality and dynamics of the NSM. Specific
changes in the two antidepressant actions regarding CSIS were the increase in expression of
voltage-dependent anion channel (VDAC) 1/2, phosphate carrier, and ADP/ATP translocase 2.

Metabolomic analysis of the hippocampus showed altered metabolism of amino acids,
unsaturated fatty acids, and the main inhibitory neurotransmitter y-aminobutyric acid (GABA) in
stressed rats. Machine learning-based classifier separated CSIS from the control group and
designated GABA as the most contributing variable to class separation. On the opposite, chronic
tianeptine treatment normalized the CSIS-altered biochemical pathways, among which levels of
GABA, pyroglutamate, unsaturated fatty acids; increased the levels of threonine and aspartate,
cholesterol, together with its metabolites, and acted by decreasing the level of myo-inositol. The
crucial molecules of divergence of the tianeptine-treated group exposed to stress conditions were
trans-13-octadecenoic acid, myo-inositol, cholestane-3,5-diol, 5-acetate, and pantothenic acid.
More subtle effects were seen upon chronic fluoxetine treatment with a trend towards an increase
in GABA and pyroglutamate levels and a significant decrease in glycerol and L-norvaline.
Glycerol was the most contributing metabolite to class separation. For the first time, it was shown
that chronic treatment of both fluoxetine and tianeptine multiplies the amount of bound ketamine
and xylazine in the rat hippocampus, pointing so indirectly to an increased number of their binding
sites, N-methyl-D-aspartate receptor (NMDAR), tyrosine receptor kinase B (TrkB) and a2-
adrenergic receptor (AR).

The present results concluded several hypotheses relevant to depressive-like behavior and
antidepressant mechanism of action. Thus, CSIS-induced depressive-like behavior relates with
dysfunctional NSM in both energy view and terms of communication with the cytosol,
compromised inhibitory neurotransmission; on the other side, antidepressants stimulated both
transport and energy processes of the NSM, inhibitory signalization, and acted with the increased
presence of the NMDAR, TrkB and a2-AR. Also, the engagement of inositol phosphate signal
cascade in the pathophysiology of depression and antidepressant action, accompanied with the



observed negative correlation of immobility behavior with myo-inositol levels, point to signal
pathways that require more profound investigation. This dissertation results showed a connection
between immobility behavior in animals and the level of specific lipids, which pointed to altered
lipid status in the pathophysiology of depressive-like behavior in socially isolated rats. Overall,
deductively identified alterations of molecular changes in the CSIS as an animal model of
depression and the action of antidepressants with the opposite primary mechanism of action
represents a step closer toward highlighting the biochemistry of depression and promising target

molecules for more effective treatment.
Keywords: Chronic social isolation stress, Depression, Hippocampus, Fluoxetine, Tianeptine,

Proteomics, Metabolomics

Research field: Biochemistry

Research subfield: Neuroscience



SPISAK SKRACENICA | AKRONIMA:

AG®' — Gibsova slobodna energija

SHT — 5-hidroksitriptamin, serotonin (engl. 5-hydroxytryptamine)

Acetil-CoA — acetil koenzim A (engl. acetyl coenzime A)

ACTH — adrenokortikotropni hormon (engl. adrenocorticotropic hormone)

AMPAR - receptor a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolpropionske kiseline (engl. a-amino-3-
hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid receptor)

ANOVA - analiza varijanse (engl. analysis of variance)

ARA — arahidonska kiselina (engl. arachidonic acid)

ATP — adenozin-3-fosfat (engl. adenosine triphosphate)

Bcl-2 — B-¢elijski limfom 2 (engl. B cell lymphoma 2)

BDNF —neurotrofni mozdani faktor (engl. brain-derived neurotrophic factor)

BH4 — tetrahidrobiopterin (engl. tetrahydrobiopterin)

BSTFA — N, O-bis(trimetilsilil) trifluorcetamid (engl. N,O-Bis(trimethylsilyltrifluoroacetamide)
CA1 - Cornu ammonis 1

CA2 — Cornu ammonis 2

CA3 — Cornu ammonis 3

CaM — kalmodulin (engl. calmodulin)

CaMK — Ca*/kalmodulin zavisna protein kinaza (engl. Ca**/calmodulin-dependent protein
kinase)

CoA — koenzim A (engl. Coenzyme A)

COX IV — subjedinica IV citohrom c oksidaze (engl. cytochrome ¢ oxidase subunit 1V)

CRE — element cAMP odgovora (engl. CAMP response element)

CREB - CRE vezuju¢i protein (engl. CRE-binding protein)

CRH — kortikotropin-oslobadaju¢i hormon (engl. corticotropin - realeasing hormone)

CSIS — hroni¢na socijalna izolacija (engl. chronic social isolation)

DAB - 3,3'-diaminobenzidin (engl. 3,3'-diaminobenzidine)

DG — dentatni girus (engl. dentate gyrus)

DHPR — dihidropteridin reduktaza (engl. dihydropteridine reductase)

EC — entorinalni korteks (engl. entorhinal cortex)

EDTA — etilendiamin tetra siréetna kiselina (engl. etylenediaminetetracetic acid)



ERK — kinaza regulisana spolja$njim signalom (engl. extracellular signal-regulated kinase)
ET — elektrokonvulzivna terapija (engl. electroconvulsive therapy)

FAD — flavin adenin dinukleotid (engl. flavin adenine dinucleotide)

G6P — glukoza 6-fosfat (engl. glucose 6-phosphate)

GAD - glutamat dekarboksilaza (engl. glutamate decarboxylase)

GAPDH - gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza (engl. glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase)

GC — gasna hromatografija (engl. gas chromatography)

GDH - glutamat dehidrogenaza (engl. glutamate dehydrogenase)

Glc — glukoza (engl. glucose)

GlIn — glutamin (engl. glutamine)

GLR — glutation reduktaza (engl. glutathione reductase)

GLS — glutaminaza (engl. glutaminase)

Glu — glutamat (engl. glutamate)

Glut — transporter glukoze (engl. glucose transporter)

GPx — glutation peroksidaza (engl. glutathione peroxidase)

GR - glukokortikoidni receptor (engl. glucocorticoid receptor)

GS — glutamin sintetaza (engl. glutamine synthetase)

GSH — glutation (engl. glutathione)

GSHS — glutation sintetaza (engl. glutathione synthetase)

h — hilus (engl. hylus)

HPA — hipotalamus-hipofiza-adrenalna Zlezda (engl. hipotalamo-pituitary-adrenal gland)
HPLC — te¢na hromatografija pod visokim pritiskom (engl. high pressure liquid chromatography)
I3P — inozitol trifosfat (engl. inositol thisphosphate)

LDH — laktat dehidrogenaza (engl. lactate dehydrogenase)

L-DOPA — L-dopamin (engl. L-dopamine)

LTD — dugotrajna depresija (engl. long-term depression)

LTP — dugotrajna potencijacija (engl. long-term potentiation)

MAOQO — monoamin oksidaza (engl. monoamine oxidase)

MCT — monokarboksilatni transporter (engl. monocarboxylate transporter)

mgl — molekularno-granularni sloj (engl. molecular-granular layer)



MOX — metoksiamin hidrohlorid (engl. methoxyamine hydrochloride)

MS — masena spektrometrija (engl. mass spectrometry)

NAD — nikotinamid adenin dinukleotid (engl. nicotinamide adenine dinucleotide)

NCAM — neuralni ¢elijski adhezivni molekul (engl. neural cell adhesion molecule)

NMDAR — N-acetil-D-aspartat receptor (engl. N-acetyl-D-aspartate receptor)

NSM — nesinapti¢ke mitohondrije (engl. non-synaptic mitochondria)

PAGE — poliakrilamidna gel elektroforeza (engl. polyacrylamide gel electrophoresis)

PBS — fosfatom puferisan fizioloski rastvor (engl. phosphate-buffered saline)

PCA — analiza glavnih komponenti (engl. principal component analysis)

Phe — fenilalanin (engl. phenylalanine)

PI3K — fosfatidil inozitol-3-kinaza (engl. phosphoinositide 3-kinase)

PLCy — fosfolipaza C gama (engl. phospholipase C gamma)

PLS-DA - engl. orthogonal - partial least sqare - discriminant analysis

Psma3 — proteazomalna subjedinica a, tip 3 (engl. proteasome subunit o. type 3)

RF — engl. Random forest

ROS - reaktivne vrste kiseonika (engl. reactive oxygen species)

SDS — natrijum dodecil sulfat (engl. sodium dodecyl sulfate)

SEM — standardna greska srednje vrednosti (engl. standard error of the mean)

SLASA — ,,Srpsko udruZenje za upotrebu zivotinja u istraZivanju i obrazovanju® (engl. Serbian
Laboratory Animal Science Association)

slm — stratum lacunosum moleculare

S0 — stratum oriens

sp — stratum pyramidale

sr — stratum radiatum

SSA - sukcinat semialdehid (engl. succinic semialdehyde)

SSADH - sukcinat semialdehid dehidrogenaza (engl. succinic semialdehyde dehydrogenase)
SYP — sinaptofizin (engl. synaptophysin)

SZO — Svetska zdravstvena organizacija

TBP — TATA-vezujudi protein (engl. TATA-binding protein)

TBST — Trisom puferisan fizioloski rastvor sa Tween-om (engl. Tris-buffered saline with Tween)

TCA — trikarboksilna kiselina (engl. trycarboxylic acid)



TH —tirozin hidroksilaza (engl. tyrosine hydroxylase)

THBP — tetrahidrobiopterina (engl. tetrahydrobiopterin)

TMCS — trimetil-hlorsilan (engl. trimethylchlorosilane)

TrkB — tirozin receptor kinaza B (engl. tyrosine receptor kinase B)

Trp — triptofan (engl. tryptophan)

Tyr —tirozin (engl. tyrosine)

VDAC - voltazno-zavisni anjonski kanal (engl. voltage-dependent anion channel)
VGLUT — vezikularni glutamatni transporter (engl. vesicular glutamate transporter)
VTA —engl. ventral tegmental area

aKGD - alfa-ketoglutarat dehidrogenaza (engl. alpha-ketoglutarate dehydrogenase)

v-GluCys — gama-glutamil cistein (engl. gamma-glutamylcysteine)
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Poremecaj ponasanja, izrazen kroz pojavu dugoro¢nog osecaja tuge ili praznine, niskog
samopouzdanja, bezvoljnosti, usamljenosti, Cesto pracen poremecajem sna i apetita, gubitkom
energije 1 slabljenjem kogitivnih sposobnosti, a u najtezem slucaju i suicidalnim mislima, neke su
od glavnih odrednica depresivnog poremecaja, tj. depresije. Prema podacima Svetske zdravstvene
organizacije (,,World Health Organization®) (https://www.who.int/news/item/07-04-2017-
world-health-day-2017-let-s-talk-about-depression-and-tb), depresija je danas vodeéi uzrok
kod ljudi koji dovodi do nefunkcionalnosti za rad, sa vise od 300 miliona obolelih, i sa tendencijom
brzog rasta u narednim godinama.

ViSedecenijska istrazivanja doprinela su boljem razumevanju depresije, medutim,
biohemijska osnova njenog nastanka nedovoljno je razjasnjena. U etioloSkom smislu, poznato je
da hroni¢na izlozenost stresu doprinosi razvoju ove bolesti, medu kojima i hroni¢na socijalna
izolacija, kao vrsta psihosocijalnog stresa, jo§ uvek nejasnim molekulskim procesima. Veliki broj
izvedenih studija, na humanim i zivotinjskim uzorcima, pronasao je vezu izmedu depresije i
strukturno-funkcionalnih promena odredenih regiona mozga, medu kojima i hipokampusa.

Na molekulskom nivou, ustanovljeno je nekoliko razli¢itih hipoteza depresije, koje su
posluzile kao osnov za uvodenje farmakoloske terapije. Prve klase antidepresiva bile su zasnovane
na principu monoaminske teorije depresije, tj. bazirani su na povecanju (odnosno vracanju), u
depresiji inafe sniZzenog, nivoa jednog ili viSe monoamina u mozgu. Otkrie atipi¢nih
antidepresiva, ¢iji mehanizam delovanja je u osnovi suprotan mehanizmu delovanja klasi¢nih
antidepresiva, uslovio je potrebu za detaljnijim ispitivanjem biohemijskih osnova depresije i
delovanja antidepresiva nishodno od monoaminskih receptora.

Iako farmakolos$ki tretman antidepresivima ima veliki znacaj u tretmanu depresije, veliki
broj pacijenata se suocava sa rezistentnosc¢u na lek, ili sa rekurentnim oblikom depresije. Takode,
odlozeno vreme delovanja antidepresiva otezava izbor prave terapije. Preciznije definisanje
mehanizama koji uzrokuju promene ponaSanja, a samim tim i mehanizama kojima akutna ili
hroni¢na farmakoterapija dovode do poboljsanja ovog stanja, ili potpunog izlecenja, dalo bi osnov

za bolje (preciznije i1 brze) postavljanje dijagnoze i efikasnije lecenje.
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Cilj ove doktorske disertacije je da se, kombinovanom primenom metabolomske analize i
obradom podataka proteomske analize, pruzi detaljniji i jedinstveni uvid u biohemijske
promene/narusene biohemijske puteve Koji su u osnovi ponasanja nalik depresivnom i kojima se
ostvaruje antidepresivni efekat lekova. Kako bi se obuhvatio ve¢i broj moguc¢ih molekulskih
promena u okviru visSe/razliCitih biohemijskih puteva, primenjeni su netargetovani pristupi
proteomske 1 metabolomske analize hipokampusa muzjaka pacova soja Wistar, izlozenih
hroni¢noj socijalnoj izolaciji (6 nedelja) i nakon hroni¢nog tretmana antidepresivima suprotnog
osnovnog mehanizma delovanja, fluoksetina (15 mg/kg dnevno) ili tianeptina (10 mg/kg dnevno)
(poslednje 3 od 6 nedelja socijalne izolacije). Dok se delovanje fluoksetina objasnjava pomocéu
monoaminske teorije depresije i povecanja nivoa serotonina na molekulskom nivou, kroz
spre¢avanje ponovnog preuzimanja iz sinapti¢ke pukotine, tianeptin (svojim suprotnim osnovnim
mehanizmom delovanja) stimuli$e preuzimanje serotonina, a pokazan je i afinitet tianeptina prema
receptorima  a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolpropionske kiseline (engl. a-Amino-3-
hydroxy-5-Methyl-4-isoxazolepropionic Acid Receptor, AMPAR) i p-opioidnim receptorima, tako
da funkcionalni aspekti njegovog antidepresivnog delovanja mogu biti vezani za signalne puteve
nezavisne od serotonina. Cinjenica da oba leka nakon hroni¢ne primene pokazuju uspe$nost u
leCenju depresije, ukazuje na mehanizam delovanja koji nije ostvaren direktno na nivou
transportera (serotonina). 1z tog razloga bi pronalazenje zajednickih biohemijskih puteva usmerilo
dalja istrazivanja ove bolesti i tretmana ka ciljanim molekulima, tzv. molekulskim metama, koji
mogu objasniti efikasnost antidepresiva iz razli¢itih klasa. Pronalazenje ciljanih molekula moglo
bi imati i primenjeni znacaj u terapijske svrhe, putem kreiranja i dizajniranja lekova poboljsane

delotvornosti.
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Depresija se definiSe kao cest i ozbiljan mentalni poremecaj, naj¢eS¢i u grupi poremecaja
ponasanja, Koji uzrokuje pojavu negativnih osecanja, misli, ponasanja, i KoOji ograni¢ava

psihosocijalno funkcionisanje i kvalitet zivota pojedinca (https://www.psychiatry.org/patients-

families/depression/what-is-depression). Slozena priroda na molekulskom, etioloSkom i

simptomatoloSkom nivou, znacajno otezava razumevanje i leCenje. Kroz istoriju se depresija
definisala 1 razumevala na razne nacine, a viSedecenijsko istrazivanje depresije naucnici su
sagledali kroz faze, na osnovu koncepta svojevremenog shvatanja ovog poremecaja. Jos u XVII
veku, u knjizi ,,Anatomy of Melancholy*, Robert Burton je istakao sociolosku i psiholosku osnovu
melanholije, kroz analizu uticaja samoce, siromastva i straha. | dalje, sve do kasnog XVIII veka,
istrazivanja vezana za danas$nji moderni koncept depresije su se karakterisala kao stanje
melanholije. Do sredine i kraja XIX veka, melanholija se primarno smatrala intelektualnim
poremecajem, nakon Cega se akcenat primarno stavlja na osecaj tuge, a melanholija pocinje da se
posmatra kao poremecaj ponaSanja koji moze, ali ne mora, biti praten poremecajem na
intelektualnom nivou.*

Pocetak XX veka je bio obelezen pojavom psihoanalize kao tipa psihoterapije, koja moze,
prema Sigmundu Frojdu, biti od pomoc¢i melanholi¢noj osobi da neutraliSe destruktivne misli i
popravi ponaSanje. Shvatanje depresije kao poremecaja mozga se javlja sa pocetkom XX veka, a
u drugoj polovini se po€inje vezivati za kognitivne procese, kao $to je automatsko negativno
procesuiranje dogadaja prema Aaron Beck-u, kasnije tvorcu kognitivno-bihejvioralne terapije, i
naucCena bespomocnost (engl. ,learned helplessness®), kako je definisao Martin Seligman.
Polovinom XX veka depresija kao stanje koje nastaje bez postojanja konkretnog dogadaja kao
uzro¢nika, i1 s toga definisana kao endogena depresija, se karakteriSe kao najbolniji ljudski
dozivljaj.? Sedamdesetih godina proslog veka prvi put se uvodi termin veliki depresivni poremeéaj

(engl. major depressive disorder).

2.1. Etiologija depresije

Do nedavno se depresija posmatrala kao poremecaj kod kog se epizodi¢no javlja naruSen nivo
hemijskih supstanci, ali bez dugotrajnijih promena u mozdanim regionima.> Medutim, brojna
istrazivanja ukazala su na slozenost promena koje se desavaju na molekulskom i histoloskom
nivou kod depresivnih pacijenata, u nekim sluc¢ajevima nepovratnih, a koje prati kompleksan

fenotip. Ovaj tip promena rezultat je dugotrajnog uticaja vise faktora. Danas se zna da je depresija
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rezultat kompleksnih interakcija bioloske, psiholoSke i socioloske prirode. U etioloSkom smislu,
pokazan je uticaj genetskih, epigenetskih i sredinskih faktora, kao $to je hroni¢na izloZenost stresu,

koja bitno doprinosi nastanku i kompleksnosti razumevanja depresije.*

2.1.1. Genetski i epigenetski faktori

Brojne studije su pokazale povecanu verovatno¢u obolevanja od depresije u porodicama sa
istorijom dijagnostifikovane depresije, i za ¢ak 40 % vecéu verovatnocu za pojavu depresije ukoliko
je direktni srodnik bolovao od iste. Ta verovatnoca raste na 70 % kod jednojajCanih blizanaca,
podjednako kod muskaraca i zena.®> S tim u vezi, pokazalo se da genetske predispozicije imaju
bitnu ulogu u etiologiji depresije. Takode, istraZivanja radena na jednojaj¢anim blizancima, kod
kojih jedan blizanac razvija, dok drugi ne razvija klinicku slike depresije, dala su znacajan
doprinos razumevanju uticaja epigenetskih faktora na kontrolu ponasanja.b S obzirom na veliki
broj neurohemijskih promena u mozgu depresivnih osoba, kao i znacajnu kompleksnost
simptomatologije, otkrivanje potencijalnih genetskih poremecaja je takode zahtevan proces.” Do
sada je identifikovano 44, odnosno, 102 mogucée rizi¢ne varijante gena,®® koje doprinose nastanku
depresije. Neki od gena, ¢iji polimorfizmi su dovedeni u vezu sa podloznos$cu za razvoj depresije,

su CREB 1, SERT?, triptofan hidroksilazu'* i CRHR1.%2

2.1.2. Socioloski faktori — stres, alostatski odgovor na stres i alostatsko opterecenje

Rano susretanje sa stresnim situacijama u zivotu, kao S§to je vrSnjacko nasilje, upotreba
nedozvoljenih supstanci, zlostavljanje i siromastvo, doprinose pojavi depresije kod odredenih
osoba.’® Na tip odgovora u susretu sa stresorom uti¢e vise faktora, kao $to su vrsta i trajanje
stresora, bioloski faktori pojedinca (pol, starost i genetika), istorija stresnih dogadaja, kao i rana
Zivotna iskustva osobe izloZene stresu.

Hans Selye je termin ,,stres definisao kao ,,nespecifi¢ni odgovor tela na bilo koji zahtev*,'®
a odgovor organizma na hroni¢ni stres nazvan je ,,op$ti sindrom prilagodavanja“.'® Stresni odgovor
se odvija kroz nekoliko klju¢nih neurohemijskih koraka, preko aktivacije simpatomedularnog
nervnog sistema i sekrecije kateholamina, i aktivacije adrenokortikalnog sistema i sekrecije
glukokortikoida. Selye je prvi doveo u vezu stresni odgovor sa funkcionisanjem hipotalamo-
hipofizno-adrenalne (engl. hypothalamic-pituitary-adrenal, HPA) ose (Slika 1).
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U odgovoru na stres vrsi se sinteza

/’f\\> hormona u hipotalamusu (engl. corticotropin
(_ hipokampus :

realising hormone, CRH), pod ¢ijim uticajem
se dalje, u prednjem reznju hipofize, sekretuje

i e
' P

*—’ (hipotalamus) _ adrenokortikotropni hormon (engl.
1 \\_/

: adrenocorticotropin ~ hormone,  ACTH).

l ACTH deluje na koru adrenalne, tj.
g :

( hipofiza ) R — nadbubrezne Zlezde 1 sekreciju
- — ] 5 glukokortikoida kao krajnjeg koraka ove
l kaskade. Mehanizmom negativne povratne
nadbubresna sprege, glukokortikoidi deluju za nekoliko

. ——kortizolt . e .
Zlezda regiona u mozgu (hipofiza, hipotalamus,

' ¥ hipokampus), uz moguénost brzog ili sporog
muni sistem

metabolizam
kardiovaskularni sistem funkcionisanje HPA ose.

delovanjal’ i tako reguliSsu aktivnost i

Slika 1. Sematski prikaz organizacije i
regulacije HPA ose.

Stresni odgovor predstavlja adaptivnu i odbrambenu reakciju organizma na prisustvo
spoljasnjeg ili unutrasnjeg nepovoljnog stimulusa, stresora, koji naruSava stanje dinamicne
ravnoteZe u organizmu. Postoje razli¢iti mehanizmi za regulaciju unutraSnje ravnoteZe organizma.
Jedan od njih je homeostaza, koju je Walter Cannon, 1929. godine, definisao kao ,,stabilnost kroz
konstantnost™ (engl. “stability through constancy”), gde se mehanizmima negativne povratne
sprege ispravljaju uodene greske.’® S obzirom da homeostaza nije mogla da objasni mnoge
fizioloSke promene, Sterling i Eyer uvode termin ,,alostaza* i definiSu je kao ,stabilnost kroz
promenu‘ (engl. “stability through change”).’® Alostaza podrazumeva aktivne regulacione
mehanizme, u obliku fizioloSkih (neurohemijskih 1 imuloSkih) promena i promena ponasanja, koje
imaju za cilj da adaptacijom odrze stabilno stanje u promenljivim uslovima i tako ublaze uticaj
stresora i obezbede ponovno uspostavljanje ravnoteze.?’ Alostaza je definisana kao mehanizam
koji uzima u obzir normalne varijacije dinami¢kog bioloskog sistema i, (za razliku od homeostaze)
na osnovu te varijabilnosti, koriguje kontrolne mehanizme na nivo koji je neophodan da se ispuni

odredeni fizioloski zahtev.18
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Mozak, kao i mnogi drugi sistemi, poseduje alostazu, a poseban znacaj u procesu adaptacije
imaju simpaticki nervni sistem, HPA osa, aktivacija nervnih celija 1 oslobadanje
neurotransmitera.’> Mehanizmima alostaze se, nakon izloZenosti hroni¢nom stresu, poveéava
osetljivost na novi stimulus.?? Medutim, u odredenim situacijama, kao $to je npr. ponovljena ili
produZena izloZenost stresorima, dolazi do slabljenja alostatskih mehanizama, $to za posledicu
ima nemogucénost adaptacije fiziolo§kog sistema.?® Terminoloski se ovaj fenomen prepoznaje kao
,,alostatsko opterecenje* (engl. ,,alostatic load*) ili ,,cena adaptacije®, i nastaje na neki od sledecih
mogucih nacina: ucestala aktivacija alostatskog sistema, nemoguc¢nost postizanja adaptacije,
nemoguénost isklju¢ivanja alostatskih mehanizama nakon stresa i neadekvatan odgovor
alostatskih sistema, koji uslovljava aktivaciju drugih suprotno regulisanih alostatskih sistema
nakon stresa.?* Hroni¢nim stresom izazvano alostatsko optereéenje uti¢e na deregulaciju nekoliko
bitnih fizioloskih sistema, kao sto su HPA osa, simpaticki nervni sistem i1 imunoloski sistem, $to
dalje povecava rizik za razvoj razliCitih patologija, odnosno psiholoskih (psihijatrijskih) 1
poremecaja ponasanja.?®

Uloga hormona je da posreduju u procesu adaptacije, ali takode mogu biti uzrok
patofizioloskih promena. Dvostruka priroda izloZenosti stresu objaSnjava se kroz dvostrano
delovanje kortizola, pod ¢ijim uticajem se snazno oslobadaju neophodne energetske rezerve u
stresnoj situaciji (engl. ,,fight-or-flight reakcija), ali i narusava normalno funkcionisanja imunog
sistema.'* Sapolsky je Stetni uticaj preterane sekrecije glukokortikoida, usled izloZenosti
hroni¢nom stresu ili u starosti, objasnio kroz ,,glukokortikoidnu kaskadnu hipotezu*, gde preteranu
aktivaciju HPA ose i prisustvo glukokortikoida vezuje za degeneraciju mozdanih regiona bitnih za
negativnu regulaciju aktivnosti HPA ose.?® Posebnu ulogu regulatora nivoa glukokortikoida ima
hipokampus, koji mehanizmima negativne povratne sprege reguliSe nivo ekspresije hormona
hipotalamusa i hipofize, time i aktivhost HPA ose. Kod hroni¢nog stresa, adaptivnim
mehanizmima se odrzava nivo kortikosteroida, odnosno savladaju se mehanizmi negativne
inhibicije, do ¢ega verovatno dolazi smanjenjem broja glukokortikoidnih receptora (GR) i drugih
srodnih receptora, posebno u hipokampusu.?’?® Jedan od mehanizama delovanja GR-a je
translokacija anti-apoptotskog proteina Bcl-2 u mitohondrije, ¢ime se spre¢ava oslobadanje
citohroma c, uti¢e na smanjenje proizvodnje reaktivnih vrsta kiseonika i povecava stvaranje ATP-
a, tj. stimulie celokupni aerobni energetski metabolizam u uslovima stresa.?® Medutim,

kontinuirana sekrecija glukokortikoida nadmasuje korist poja¢ane reaktivnosti na stres koji se
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normalno deSava usled adaptacije i taj odgovor postaje maladaptivan.?> Usled alostatskog
optere¢enja dolazi do atrofije ¢elija hipokampusa.

Na osnovu svega navedenog, hroni¢ni stres smatra se jednim od glavnih etioloskih faktora
za nastanak brojnih psiholoskih poremecaja, tako i depresije. Podaci pokazuju pozitivnu korelaciju
izmedu indeksa alosteri¢kog opterecenja sa kumulativnim hroni¢nim psihosocijalnim stresom,°

kao i sa rizikom za razvoj psihijatrijskih poremeéaja, ukljuéujuéi depresiju.3!

2.1.3. Bioloski faktori - teorije depresije

Nekoliko hipoteza objasnjavaju moguce patobiohemijske promene u osnovi depresije. lako je
svaka od njih dosta proucavana, ne postoji jasno definisana i jednoznac¢na uzro¢no-posledi¢na veza
uocenih promena na molekulskom nivou sa depresijom ili njenim le€enjem.

Promena ,,hemije u mozgu*, koja se odnosi na promene nivoa neurotransmitera, prati pojavu
depresivnih epizoda kod pacijenata. Najc¢esce izucavana i prva hipoteza depresije vezana je za
promene u nivou monoamina u mozgu depresivnih pacijenata, tzv. monoaminska teorija, koju je
1965. godine postulirao harvardski psihijatar Joseph Scildkraut.3? Tadasnja istraZzivanja povezala
su depresivno ponasanje sa snizenim nivoom kateholamina, najpre noradrenalina, na osnovu
podataka prikupljenih delovanjem prvobitno otkrivenih antidepresiva (sa mehanizmom inhibicije
monoaminooksidaza (engl. monoamine oxidase, MAQ)), i uticaja koji lekovi, delujuci na snizenje
nivoa kateholamina (rezerpin), ali i njihovo poveéanje (anfetamini), imaju na ponasanje.

Monoamini se dele na derivate katehola (noradrenalin i dopamin) i indola (serotonin).
Njihova osnovna uloga je da prenose signal kroz telo, ali i izmedu nervih ¢éelija razli¢itih mozdanih
regiona, specificnim putevima zavisnim od prisustva odgovarajuéih receptora (Slika 2). Upravo
raznolikost signalizacije preko razli¢itih neurotransmitera, monoaminskih, ali i drugih, uslovljava
funkcionalnu sloZenost centralnog nervnog sistema.

Na bazi struktura monoamina uradena je sinteza velikog broja lekova.** Uvodenje
suplementacije triptofana kod depresivnih pacijenata se objasnjava povecanjem nivoa prekursora
za sintezu monoamina u mozgu.®? Medutim, studije o uticaju suplementacije triptofana pokazale
su da smanjenje nivoa serotonina ne mora jednozna¢no uzrokovati nastanak depresije, ve¢ se radi
o ukljuéenosti vise sistema, ukljucujuéi i genetske.®® Zasnivanje biohemijske osnove depresije
isklju¢ivo na nivou nedostatka monoamina pokazalo se nedovoljnim,* prvenstveno imajuéi u vidu

da ublazavanje ili leenje simptoma depresije znacajno vremenski odstupa u odnosu na povecanje
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nivoa monoamina. Na osnovu poremecaja na nivou dopamina, kao jednog od neurotransmitera,
sedamdesetih godina XX veka nastala je i dopaminska teorija depresije.>” Motivacija,
psihomotorna brzina, koncentracija, kao i sposobnost da se oseti zadovoljstvo, su procesi naruseni
u stanju depresije, zasnovani na regulaciji dopaminske signalizacije.®® Ova teorija se oslanja na
dokazima povecanog nivoa tirozin-hidroksilaze, ili snizenog nivoa tirozina, prekursora u sintezi
dopamina i noradrenalina, u krvi i cerebrospinalnoj te¢nosti depresivnih pacijenata.®®4° Takode,
postoje dokazi koji ukazuju na poremecaj koncentracije dopamina u sinaptickoj pukotini,
poremecéaj signalnih puteva u kojima on uéestvuje, kao i broja i funkcije odgovarajuéih receptora.**
Pored toga, modulacija aktivnosti HPA ose, posredovana sintezom prolaktina i aktivno$cu
hipofize, pokazala se da zavisi od aktivnosti dopaminskih receptora.*? Studije su takode pokazale
da se, u nekim slu¢ajevima, delovanjem antidepresiva na bazi regulisanja nivoa adrenalina i
serotonina popravlja i dopaminska signalizacija.** U slu¢aju kada ne deluje nijedan od

serotoninskih i adrenalinskih antidepresiva, govori se 0 dopaminskom podtipu depresije.

korteks 7 strijatum

talamus

@® noradrenalin (o, B, v, d adrenergicki
receptori)
® serotonin (SHT1-7)
dopamin (D1as - 4)
® acetilholin (muskarinski
(M1-5), nikotinski
receptori)

prefrontalni
korteks

hipotalamus

hipofiza

amigdala
hipokampus

noradrenalin serotonin

acetilholin

Slika 2. Signalni putevi u mozgu posredovani razli¢itim monoaminima (adaptirano
sa https://www.teamstudy.com/). VTA - engl. ventral tagmental area.
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Neurobiologija depresije karakteriSe se morfoloskim/anatomskim promenama u odredenim
mozdanim regionima, koje obuhvataju nekoliko limbic¢kih i nelimbi¢kih puteva u mozgu.**4*
Magnetna rezonanca je dala prve dokaze atrofije hipokampusa (8 - 19 %) i smanjenja sive mase
kod depresivnih pacijenata.*>¢ Ove promene vezuju se za poremecaj neuroplasti¢nosti, neuralne
adaptacije,*” i njenih glavnih medijatora, npr. neurotrofnog mozdanog faktora (engl. brain-derived
neurotrophic factor, BDNF),*84% iz ega proisti¢e neuroplastiéna/neurotrofna teorija depresije.

Pod terminom ,,neuralna plasti¢nost podrazumeva se niz mehanizama, od rodenja, opstanka,

migracije, integracije neurona, do neurita, sinaptogeneze i modulacije sinapsi.>

* Smanjenje nivoa BDNF-a, koje se

\ uocava kod depresije, Smanjuje prenos
o o BDNF} . . .

°© 0o° signala preko tirozin receptor kinaze B

TrkB (engl. tyrosine receptor kinase B,

TrkB),  posredovanu  aktivacijom

N - N fosfolipaze Cy (engl. phospholipase C
/’citosol / l \ 6o R ) 24 .
PLCy MEK PIBK g-o/o \\ gamma, PLC'Y) i Ca“"/kalmodulin
/ l l l @> zavisnom kinazom (engl.
CaM ERK+ AKT &

Ca?*/calmodulin-dependent  protein

} sinapticka Ci\,ﬂ(/ brast  preiviavanje } /C> kinase, CaMK), ERK- i AKT - mTor
)

plasti¢nost

signalnim kaskadama, koje obezbeduju

N\
\

7 ;a transkripcija 1CRH \ . .
éumeus % o gem BDNF > / procese rasta, diferencijacije,

c-Fos
| CRE prezivljavanja neurona i sinapticke

Slika 3. Graficki prikaz BDNF - TrkB signalizacije.

plasti¢nosti.?® Pored naruSene signalizacije preko BDNF - TrkB proteina, i brojnih signalnih
puteva koje regulise, stres dovodi do narusavanja interakcije izmedu TrkB i N-metil-D-aspartat
receptora (engl. N-methyl-D-aspartate receptor, NMDAR).>! Specifi¢nost interakcija izmedu
BDNF - TrkB i NMDAR vezuje se za procese ucenja i kognitivne funkcije. Antidepresivi vracaju
nivo BDNF-a na kontrolni.>? Aktivacijom elementa cAMP odgovora (eng. CAMP response
element, CRE), preko translokacije CRE-vezujuéeg proteina (eng. CRE-binding protein, CREB),
reguliSe se transkripcija proteina neophodnih za normalno funkcionisanje ¢elija, poput tirozin-

hidroksilaze (engl. tyrosine hydroxylase, TH), BDNF, c-Fos ranog gena i CRH. Pored smanjenja
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broja nervnih celija, kod depresivnih pacijenata uocava Se i poremecaj neurogeneze, te se, na
osnovu istih, govori i 0 neurogenoj teoriji depresije.>>> Proces neurogeneze u hipokampusu je
regulisan i1 zavisan od nivoa cirkuliSu¢ih steroidnih hormona, NMDAR signalizacije i
serotonina,>°¢ §to inhibira proces neurogeneze usled izloZenosti stresu.®’ Hroni¢ni tretman
antidepresivima, ali i nefarmakoloski tretmani poput elektrokonvulzivne terapije, uspesno vracaju
ovaj proces u normalu, i poveéavaju zapreminu hipokampusa.®®%® S obzirom na veliki broj
interakcija posredovanih serotoninom, vezano za elemente i medijatore neuroplasti¢nosti, preko
intrekacija BDNF-a i serotoninskih receptora u procesu reorganizacije citoskeleta, interakcija
serotonina i NMDAR i vezanosti serotonina za adhezione molekule, pretpostavka je da
antidepresivi vra¢aju sposobnost serotonina da posreduje u neuralnoj plasti¢nosti éelija.5°
Posebno pogodeni delovi hipokampusa u depresiji su neurogeneza u DG subregionu, kao
mestu ulaznog signala hipokampusa, i promene na nervnim ¢éelijama Cornu ammonis (CA) 11 3
subregiona. Na mikromorfoloSkom nivou, kao posledica plasti¢nosti hipokampusa, uocava se
reverzibilno remodelovanje dendrita, kroz promene njihove duZine i razgranatosti, u CA3
subregionu.®* CA3 subregion je mesto gde se intenzitet ulaznog ekscitatornog signala povecava
do 600, a inhibitornog do 300 puta. Kao uzrok remodelovanja dendrita spominje se prekomerna
signalizacija posredovana glavnim i najvaznijim ekscitatornim neurotransmiterom glutamatom,®?
aminokiselinom koja posreduje u skoro svim ekscitatornim sinapsama i ¢ak polovinom svih
neurona u mozgu.® Istrazivanje signalizacije, ali i $tetnog, tj. ekscitotoksi¢nog uticaja glutamata,
poznato je kao glutamatna teorija depresije, koja se spominje od ranih 90-ih godina. Tada je
uoCeno da antagonisti NMDAR pokazuju antidepresivni efekat.?®> Hroni¢nom primenom
antidepresiva vrata se proces remodelovanja CA3 dendrita.®® Sa druge strane, brza atrofija
dendrita u CA1 subregionu vezana je za aktivnost glutamatnog NMDAR. Antagonisti glutamatnog
NMDAR, kao $to je ketamin, pokazuju brzu antidepresivnu efikasnost, sto se prema nedavnim
podacima vezuje za ekscitatornu aktivnost i dugotrajnu ekscitaciju CA1 neurona.’” Upravo je
sinapticka plasti¢nost proces regulisan i signalizacijom posredovanom NMDAR, kroz regulaciju
procesa dugoro¢ne potencijacije (engl. long-term potentiation, LTP) i depresije (engl. long-term
depression, LTD), pogotovo u CA1 subregionu hipokampusa.®® Znacajnu ulogu imaju i drugi
glutamatni receptori, kao $to su metabotropni (mGlu) receptori 879 i jonotropni AMPAR, koji je

neophodan za modulisanje aktivnosti NMDAR i obrnuto,’* kao i procesa sinapticke plasti¢nosti.”?
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Normalno funkcionisanje nervnih procesa zasnovano je na finoj uskladenosti ekscitatornih 1
inhibitornih signala. Bilo koja neusaglasenost uzrokuje promene u funkcionisanju i komunikaciji
izmedu nervnih Ccelija, Sto posledicno moze biti uzrok nastanka razliCitih psihijatrijskih
poremecaja. Iz tog razloga je istrazivanje ekscitotoksi¢nog delovanja glutamata i signalizacije u
bliskoj vezi sa ispitivanjem poremecaja inhibitornih signala u mozgu, posredovanih glavnim
inhibitornim neurotransmiterom, y-aminobutanskom kiselinom (engl. y—aminobutyric acid,
GABA), koji predstavlja glavni mehanizam kontrole ekscitatorne signalizacije. GABA inhibitorna
signalizacija karakteristicna je za trec¢inu inhibitornih sinapsi u mozgu, a svoje efekte ispoljava
vezivanjem za neki od jonotropnih (GABAAa ili GABAC) ili metabotropnih (GABARg) receptora.®?
Disfunkcija inhibitorne signalizacije ispituje se u domenu GABA-ergicke teorije depresije.
Posebna paznja u istrazivanju depresije i delovanju antidepresiva je posvecena dinamici
ekscitatorne i inhibitorne signalizacije posredovane glutamatom i GABA-om.”

Nekonzistentne rezultate vezane za atrofiju hipokampusa neki nau¢nici vezuju sa podtipom
depresije, odnosno sa prisustvom poremecaja HPA ose. Hipokampus, kao glavno mesto kontrole
negativne povratne sprege HPA 0sg, je, kao $to je navedeno, posebno osetljiv deo mozga na visoke
koncentracije kortikosteroida, s obzirom na brojnost receptora koja se smanjuje u uslovima
izloZenosti stresu. Uticaj glukokortikoida na nastanak depresije poznat je kao glukokortikoidna
teorija depresije. Mehanizam delovanja glukokortiokoida detaljnije je objasnjen u podpoglavlju
2.1.2. Specificne interakcije izmedu neuroendokrinog i imunog sistema ukazuju na vecu
verovatno¢u ukljucenosti oba sistema u etiologiju depresije.”

Iako sinteza glukokortikoida predstavlja najjaci anti-inflamatorni odgovor organizma i raste
tokom izlozenosti stresu, povecan nivo pro-inflamatornih citokina i pojava inflamacije je stanje
koje se vezuje za depresivni poremecaj.”® Post-mortem studije su ukazale na gubitak glija ¢elijau
nekoliko mozdanih regiona.”® Glija ¢elije imaju imunolo§ku ulogu u mozgu, tako da poreme¢aj
njihovog broja ili funkcije moze znacajno da poremeti funkcionisanje nervnog sistema. Primecen
je porast medijatora inflamacije, kao §to su proinflamatorni citokini ili proteini akutne faze, kod
depresivnih pacijenata.”” Takode, primena interferona gama, kao i spoljasnja administracija
interelukina, izaziva pojavu simptomatologije nalik depresiji.’®® Na osnovu ovih ¢injenica
ustanovljena je inflamatorna teorija depresije. Bazirano na ovoj teoriji konstruisan je zivotinjski
model depresije, kod koga se poremecaj izaziva injektovanjem lipopolisaharida (LPS).

Ukljucenost astrocita ide dalje od inflamatorne teorije depresije, s obzirom da su astrociti Celije
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zaduZene za uspostavljanje krvno-mozdane barijere, kao i metabolizam glukoze kao glavnog
izvora energije za sve nervne Celije, ali i metabolisanje glutamata, tako da je regulacija
metabolizma u mozgu pod direktnom kontrolom funkcije astrocita.®°

Kako su pokazale in vivo studije, protok krvi i metabolizam glukoze, koje kontrolisu
astrociti, izmenjen je kod depresivnih pacijenata. U stresnim uslovima, ¢elije zahtevaju energiju
kako bi se prilagodile na novonastale uslove,' a posebnu ulogu u smislu bioenergetske,
termogene, oksidativne i reakcije u vidu apoptoze, ukoliko je potrebno, imaju mitohondrije, ¢ime
igraju vaznu ulogu u odgovoru na stres.?? Translokacija proteina B-¢elijski limfom 2 (engl. B-cell
lymphoma 2, Bcl-2) u mitohondrije nakon vezivanja GR-a, s ciljem da se smanji stvaranje
reaktivnih kiseoni¢nih vrsta i poveca sinteza ATP-a, ukazuje na znacajnu zaStitnu ulogu
glukokortikoida i mitohondrija u reakciji na stres.?® Razli¢itim stimulusima kortizol preko GR-a
uti¢e na brojne genomske i ne-genomske efekte. Medutim, povecani nivoi glukokortikoida,
prouzrokovani duzom izloZeno§¢u stresu, izazivaju suprotne, tj. Stetne efekte. GR ima takode
sposobnost da se direktno veze za membranu mitohondrija, €iji potencijal menja i1 uslovljava
prolazak citohoroma c, koji dalje pokreée proces apoptoze.®® 1z navedenog se zakljucuje da
mitohondrijalne promene u uslovima stresa pod razli¢itim stimulusima mogu biti zastitne, ali i

maladaptivne, u zavisnosti od otpornosti koju mitohondrije pokazuju (Slika 4).82

akutni stres hroni¢ni stres
i \ ROS g
‘ fos ROS
b N =3P ROS' ~
X )
Stres i ATP
" ‘ ROS. ROS__ )
A ros) \ Ny
- l 4 \\\‘
4 mitohondrijalna biogeneza { mitohondrijalna biogeneza i abnormalna proliferacija
* mDNK replikacija, transkripcija y mDNK replikacija, transkripcija
¥ ATP proizvodnja ¢ ATP proizvodnja
kontrolisana proizvodnja ROS-a * ROS proizvodnja
! termogeneza mutageneza, peroksidacija lipida

apoptoza i ¢elijska smrt
Slika 4. Promene na nivou funkcionisanja mitohondrija u uslovima akutne ili hroni¢ne
izlozenosti stresu.? ROS — reaktivne vrste kiseonika (engl. reactive oxigen species).
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Teorija koja povezuje mitohondrijalnu disfunkciju sa patobiohemijskom osnovom depresije
nazvana je mitohondrijalna teorija depresije.8* Tome u prilog ide niz dokaza koji ukazuju na
strukturna i funkcionalna oSte¢enja mitohondrija. Takode, multifunkcionalnost glutamata usko se
vezuje za mitohondrije. Kompleksnost mitohondrija i heterogenost njihove funkcije dodatno je
uslovljena razli¢itim lokalizacijama unutar ¢elija.®®

Posebna prodloZznost hroni¢nom uticaju stresa o¢ekuje se kod mitohondrija koje se nalaze u
telu nervnih ¢elija, tzv. somatskih ili nesinaptickih mitohondrija. To su, u fizickom smislu,
mitohondrije ve¢ih dimenzija, vezane za post-sinapticke kompartmane, podloznije promenama na
nivou genske ekspresije i proteoma, $to daje bolji uvid u dugoroéne molekulske promene.8®
Heterogenost postoji i unutar grupe nesinaptickih mitohondrija, koja moze biti zavisna od tipa
¢elije u kojoj se mitohondrije nalaze.®” Za razliku od njih, mitohondrije locirane u sinaptickim
zavrSecima vezane Su za pre-sinaptiCke kompartmane, bitne su za jonsku homeostazu i
neurotransmisiju, Sto reflektuje dinami¢ku prirodu sinapsi, zavisnu od trenutnih ¢elijskih
potreba.® Ove mitohondrije su takode osetljivije na osteéenja mozga i ulazak Ca?*.86 U zavisnosti
od ¢elijske lokalizacije i sredinskih faktora, ukljucujuéi stres, mitohondrije pokazuju promene na
nivou broja, velicine, ekspresije i funkcionalnosti enzima oksidativne fosforilacije i signalne
transdukcije.8? S obzirom da je znacaj ovih proteina u neutralisanju slobodnih radikala, i da njihova
disfunkcija moZe zna€ajno doprineti povecanju slobodnoradikalskih i drugih reaktivnih vrsta, ova
teorija moZe da objasni oksidativni stres 1 promene u antioksidativnoj zaStiti tokom duze
izloZzenosti stresu. Mitohondrijalna disfunkcija u depresiji se vezuje za poremecaje nivoa
metabolita, kao i energetskog metabolizma za koji je magnetnom rezonantnom spektroskopijom
uoCen pad od 26 % kod depresivnih subjekata.’®

I pored velikog broja predlozenih teorija, koje se najve¢im delom preklapaju, etiologija
depresije nije razjaSnjena, a veliki broj otkrivenih morfoloskih, funkcionalnih 1 biohemijskih
promena pokazao je izuzetnu slozenost i uklju¢ivanje veceg broja sistema u obja$njavanju
poremecaja kao $to je depresija. Jo§ uvek nije poznato sta je inicijalni okida¢ koji pokrece niz

navedenih biohemijskih promena u depresiji.

2.2. Hipokampus i depresija

Hipokampus je mozdana struktura ¢ija je osnovna uloga formiranje dugotrajne memorije,

prostorne i neprostorne forme deklarativne i eksplicitne memorije.®- Celije hipokampusa imaju
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ulogu u integraciji proslih dogadaja sa sada$njom percepcijom buduénosti.®* Ovi funkcionalni
aspekti hipokampusa usko su vezani sa njegovom adaptivhom prirodom, tj. procesima
neuroplasti¢nosti. Hipokampus je parna struktura smestena u obe hemisfere, i prepoznaje se po
gusto pakovanim neuronima, organizovanim u obliku latini¢nog slova ,,C*“. Smesten je na ivici
temporalnog reznja, te je poznat i kao mozdana struktura limbi¢kog reznja (Slika 5). Deo je tzv.

hipokampusne formacije, a njegovu strukturu ¢ine subikulum, CA i dentate girus (DG).

A hipokampus .
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koronalni presek

strukture humanog mozga su preuzete i modifikovane sa sajta
https://www.brainfacts.org/ (Society for Neuroscience (2017)).

CA je na osnovu morfoloskih i funkcionalnih karakteristika ¢elija podeljen na subregione
nazvane CAl, CA2 i CA3. Subikulumom je CA1 subregion hipokampusa povezan sa entorinalnim
korteksom. Takode, struktura, morfologija i1 ¢elijska organizacija su ono po ¢emu se hipokampus
znacajno razlikuje u odnosu na ostale mozdane strukture. U hipokampusu su celije slojevito
organizovane u ,.,stratum oriens‘ (s0), ,,stratum pyramidale” (sp), ,.stratum radiatum* (Sr) i
LWStratum lacunosum moleculare® (slm) 1 dva sloja ¢elija DG subregiona, a to su ,,molecular-
granular® (mg) sloj ¢elija i ,,hilus “(h). O slozenosti hipokampusa govori i prisustvo vise tipova
¢elija, od kojih su najzastupljenije, i do sada najvise ispitane, piramidalne ¢elije.

Razlic¢iti tipovi nervnih vlakana inervisu hipokampus, tako da ova struktura ispitivana u
domenu razli¢itih teorija depresije. Postoji nekoliko puteva kojima informacije stizu u

hipokampus. Prikaz kretanja ekscitatornih signala u hipokampusu dat je na Slici 6. Jedan od
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glavnih puteva primanja informacija je iz entorinalnog korteksa (engl. entorhinal cortex, EC)
(engl. perforant path) do DG, granularnih i piramidalnih ¢elija CA1 i CA3 subregiona, poznato
kao trisinapti¢ka petlja (engl. trisynaptic loop).%5% Posebna vrsta Saferovih éelija prenosi signal
iz CA3 u CAl, ¢ime obavlja vaznu ulogu u procesu plasti¢nosti hipokampusa. DG obraduje
informacije iz EC, koje prosleduje u CA3 subregion i, ne§to manje, u CA2 subregion.®”*8 Sa druge
strane, signali iz CAl, kao mesta najveceg odaSiljanja signala u hipokampusu, Salju se u
retrosplenijalni korteks, subikulum i EC, dok se iz subikuluma vraéa signal u EC. CA2 subregion
prima slabe signale iz DG i CA3, a alje ka CA1 subregionu.®® Svi navedeni putevi svedoce o

viSesmernom prenosu informacija kroz hipokampus.

DG —
| ‘Perforant EC
path”
“Perforant path”’ Y Y- —" II
; EC Mossy fibers 1
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hipokampus

Slika 6. Putevi prenosa signala u hipokampusu.®*1%° EC — entorinalni korteks, MPP —
engl. medial perforant path, LPP — engl. lateral perforant path.

Hipokampus je jedna od bitnih struktura limbi¢kog sistema, ¢ija je uloga da posreduje
izmedu dobijenih informacija i procene odgovora na prisutni stresor.?’ Kao S$to je reeno,
hipokampus mehanizmom negativne povratne sprege regulise nivo cirkuliSucih glukokortikoida,
s obzirom da je glavnho mesto njihovog vezivanja zbog velike zastupljenosti GR i
minerakortikoidnih receptora,'%-1% i ugestvuje u alostatskom mehanizmu regulacije u odgovoru
na stres, kontrolom aktivnosti HPA ose. Lezije na hipokampusa narusavaju kontrolu odgovora na
stres.'% Takode, opadanje broja GR u toku Zivota, $to je proces anatomski specifiGan za
hipokampus, posebno u pogledu gubitka neurona u CA3 subregionu, menja ritam sekrecije
glukokortikoida u odgovoru na stres u starosti.?® Atrofija dendrita u CA3 subregionu nastaje i usled
izloZenosti psihosocijalnom stresu,'® dok izlozenost glukokortikoidima moze izazvati i smrt

piramidalnih ¢éelija.'% Upravo je oSte¢enje celog hipokampusa, ili samo njegovog dorzalnog dela,
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povezano sa hipersekrecijom glukokortikoida, ¢ime je i dokazana njegova delimicna, ali znacajna
uloga u realizaciji negativne povratne sprege.'°’1% Dakle, hipokampus je region koji, pored
regulatorne funkcije, trpi posledice alostatskog opterecenja usled kumulativne izlozenosti
hroni¢nom stresu i pove¢anom nivou glukokortikoida, pri ¢emu dolazi do degeneracije neurona,
poremecaja neurogeneze i neuralne plastiCnosti i time posreduje u patoloskim procesima
izazvanim stresom. Neuralna plasti¢nost, tj. organizacija neuralnih puteva hipokampusa je vazna
u periodu adolescencije,'® kada izloZenost akutnom i hroni¢nom stresu uzrokuje promene na
strukturnom i morfoloskom nivou hipokampusa, tzv. remodelovanje, i na nivou komunikacije sa
okolnim regionima.'*® Ove promene su vid razli¢itih mehanizama adaptacije, tj. alostaze, ili
posledica maladaptacije, tj. alostatskog optere¢enja.t

Poremecaji kognitivnih procesa u depresiji su takode ukazali na znacaj hipokampusa kao
regiona koji predstavlja centar zaduzen za procese uéenja, paméenja i prostornog snalazenja. 112113
Strukturne i funkcionalne ,,neuroimaging* studije su pokazale posebnu osetljivost ovog mozdanog
regiona na stres,*® kroz smanjenu zapreminu i promene oblika hipokampusa, $to su potvrdile i
meta-analize studija.!**-''®> Manja zapremina hipokampusa vezuje se sa istorijom bolesti, ali i
duzinom njenog trajanja, kao i kraéim vremenom ponovnog pojavljivanja bolesti.311
Funkcionalne ,,neuroimaging* studije su pokazale smanjen protok krvi i usporeniji metabolizam
u mozgu obolelih od depresije,*"118 §to je takode dovedeno u korelaciju sa nivoom kognitivnih
poremeéaja.'*® Takode, iako postoje studije koje nisu pokazale promene u veli¢ini hipokampusa,
uoceno je da u grupi depresivnih muskaraca visi rezultati na Hamiltonovoj skali depresije pokazuju
znaCajnu negativnu korelaciju sa zapreminom hipokampusa.'?® Opre¢ni rezultati dosadasnjih
studija mogu biti posledica razlika u starosti ispitanika, polu i odgovoru na terapiju. Hipokampus
je u uslovima stresa i povisenog nivoa glukokortikoida izloZzen poremecajima na nivou LTP-a i
neurogeneze, $to direkto uti¢e na sam proces neuroplasti¢nosti ovog regiona.?! Sa druge strane,
mehanizam delovanja antidepresiva se dovodi u vezu sa neurogenezom.*?%12? Sva dosada$nja
znanja o uticaju stresa i promena nakon terapije antidepresivima idu u prilog znacaju koji ima
hipokampus u istrazivanju depresije.

Strukturno-funkcionalne specifi¢nosti duz hipokampusa, koje su uocene ispitivanjem lezija,
a potvrdene i razlikama u anatomskoj povezanosti i genskoj ekspresiji, dodatno su napravile
podelu hipokampusa na dorzalni, inremedijalni i ventralni.*?® Prvi dokazi, koji su uputili na

razli¢ite funkcionalne aspekte dorzalnog i ventralnog hipokampusa, bila je razlika u putevima
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primanja i slanja signala.*?* Dok je dorzalni deo hipokampusa vezan za kognitivne procese, kao
Sto su ucenje i pamcenje u svrhu prostorne orjentacije, istrazivanja i kretanja, ventralni deo se
povezuje sa emocijama i motivacijom, i ima ulogu u procesima vezanim za anksiozno
ponasanje.'?>1?6 Intermedijalna zona se vezuje za prevodenje kognitivne i prostorne spoznaje u
motivaciju i akcije neophodne za prezivljavanje.'?” 128 Dorzalni hipokampus se vezuje za naru$eno

pamdenje nakon krace izloZzenosti stresu.'?®

2.3. Biohemija hipokampusa

Promene na ¢elijskom nivou i sinapti¢koj transmisiji, tj. aktivnosti ¢elija, uzrokuju poremecaje
sinapticke plasti¢nosti, a samim tim obrade i prenosa informacija, $to dovodi do morfoloskih i
funkcionalnih promena u hipokampusu. Skladistenje informacija Se zasniva na promenama u jacini
sinapsi izmedu aktivnih neurona,'®® stoga je oCuvanje i plasti¢nost medudelijskih interakcija
neophodno za normalno funkcionisanje hipokampusa.

Funkcionalnost hipokampusa obezbeduje nekoliko razlicitih tipova ¢elija, koje se mogu
podeliti na glija ¢elije i neurone. Astrociti su najzastupljenije glija ¢elije u centralnom nervnom
sistemu. Primarna uloga im je antioksidativna i antiinflamatorna zastita neurona. Takode, astrociti
proizvode faktore koji doprinose rastu i razvoju neurona u hipokampusu.t3 Uopsteno,
metabolizam u mozgu je zasnovan na metabolic¢koj sinergiji izmedu glija ¢elija i neurona, koja se
odvija na nekoliko na¢ina.'*?

Mozak ¢ini 2 % telesne mase, a koristi ¢ak 20 % energije u stanju mirovanja, $to govori o
znacaju energetskih procesa. Glavni izvor energije za mozak je glukoza, koju celije preuzimaju
preko glukoznog transportera 3 (engl. glucose transporter, Glut3).1*3 Pokazano je da pojacanu
neuralnu aktivnost prati povecan protok krvi i upotreba glukoze, ali vrlo male promene u potros$nji
kiseonika, §to ukazuje da u odredenim uslovima mozak koristi i neoksidativni metabolizam da
zadovolji energetske potrebe.'3? Promene energetskog metabolizma, sa oksidativnog ka produkciji
ketonskih tela, uocene su u hipokampusu starijih pacova.'3* Takode, smanjen protok krvi, pra¢en
smanjenom potroSnjom glukoze, uofava se kod depresivnih osoba, S§to upucuje na
kompromitovanost funkcionisanja mozga, kao i pove¢ano angazovanje alternativnih energetskih
puteva. Na nivou medu celijske komunikacije, jedna od osnovnih uloga astrocita je proizvodnja
laktata iz glukoze preuzete iz cirkulacije, kao dopunskog/alternativnog izvora energije za neurone
(Slika 7 (1. deo)).
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Slika 7. Slikovni prikaz metabolizma u mozgu baziran na interakciji astrocita i
(inter)neurona. Glc - glukoza, Gludl - glukozni transporter, MCT -
monokarboksilatni transporter, LDH — laktat-dehidrogenaza, Glu — glutamat, GIn —
glutamin, GAD - glutamat-dekarboksilaza, GABA — y-aminobutanska kiselina, GS —
glutamin-sintetaza, GLS — glutaminaza, GDH - glutamat-dehidrogenaza, GPx —
glutation-peroksidaza, GLR - glutation-reduktaza, GS - glutation, oxphos -
oksidativna fosforilacija, KMB — krvno-mozdana barijera.

U mozgu je sinapticki potencijal energetski najzahtevniji proces.®® S obzirom da je najveéi
broj sinapsi ekscitatoran, medu kojima dominiraju glutamatne sinapse, pretpostavlja se da postoji
bliska povezanost izmedu mozdane aktivnosti, glutamatne neurotransmisije, energetskih potreba 1

potro$nje glukoze.!

U hipokampusu je komunikacija izmedu neurona najve¢im delom zavisna
od glutamatne eksitatorne i GABA inhibitorne signalizacije.®” Dokazano je da su glutamatna
neurotransmisija i potro$nja glukoze spregnuti procesi, a oko 80 % energetske potro$nje u mozgu
ide na ovaj tip signalizacije.%®

Astrociti kao 1 gutamatom posredovana signalizacija reguliSu proces protoka krvi kroz
mozak i na taj nacin kontrolidu nivoe dostupne glukoze.*” Glutamat-glutamin ciklus (Slika 7 (2.
deo)) je jedna od znacajnih veza izmedu astrocita i neurona. Astrociti odrzavaju homeostazu

glutamata, tako §to recikliraju/preuzimaju odredenu koli¢inu ove aminokiseline iz sinaptickih

pukotina, i prevode je, uz pomo¢ glutamin-sintetaze (engl. glutamine synthetase, GS), u glutamin,
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tj. formu dostupnu za preuzimanje od strane neurona. U neuronima se glutamin konvertuje ponovo
u glutamat, gde sluzi za biohemijske procese.

Zastitna uloga astrocita oslikava se i kroz sintezu glutationa (GSH), supstrata jednog od
glavnih antioksidativnih sistema u ¢elijama, GSH-zavisne antioksidativne zastite (Slika 7 (3.
deo)). Metabolitski prekursori ove reakcije su cistein i glicin. GSH sluzi kao elektron donor u

brojnim redoks reakcijama, i pomaze ¢elijama da se izbore sa razli¢itim reaktivnim vrstama.

sinteza sekretorne N Pored neurotransmisije, glutamat je
roteina veZIkule ornitin .. .. .
b A ukljuen u najvaznije  strukturne |
glutamin 4 citrulin
V4
GABA ,’ arglinin metabolicke procese u celijama, pocev od

urea ciklus sinteze proteina, do Kkonverzije u druge
Krebsov

(T-SA) o, Elutamat ASAT a-ketoglutarat + ak  Metabolite  neophodne  za  obavljanje
erans transaminacije o orgetskih  procesa (Slika 8). Takode,
kljuéni je molekul u metabolizmu
y-glutamil-cistein glutamat-tRNK - 138
 glutation Stz amonijaka.
redoks metabolizam translacija

Slika 8. Pojednostavljena Sema uloge glutamata u
razli¢itim ¢elijskim procesima;*3® GDH - glutamat
dehidrogenaza, ASAT/ALAT — aspartat/alanin
aminotransferaze.

Glavni putevi metabolizma glukoze u ¢eliji su glikoliticki put, kojim nastaje manja koli¢ina
energija (2 ATP molekula), ali i stvara piruvat i NADH/FADH2, kao ulazni supstrati za energetski
produktivnije procese u mitohondrijama, Krebsov, tj. ciklus trikarboksilnih kiselina (engl.
tricarboxylic acid, TCA) (2 ATP molekula) i oksidativna fosforilacija, energetski najisplativiji put
sinteze energetski bogatih molekula (30-34 ATP molekula) (Slika 9).

Oksidacija glukoze, Krebsov ciklus 1 oksidativna fosforilacija su procesi karakteristicni za
sve tipove Celija. Aktivnost ukljucenih enzima regulisana je koncentracijom prisutnih metabolita
ciklusa, ¢ime se dinamika samog proces uskladuje sa trenutnim potrebama celije. Pored toga,
komunikacija mitohondrija sa ostalim celijskim kompartmanima i uceS€e u regulatornim
mehanizmima se sve viSe pripisuje metabolitima Krebsovog ciklusa, koji reguliSu razlicite

signalne puteve i ucestvuju u fiziologiji i bolesti, $to moZe biti tkivno specifican proces.**
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Slika 9. Metabolizam glukoze u normalnim fizioloskim uslovima i energetski procesi
Krebsovog ciklusa i oksidativne fosforilacije u mitohondrijama;*** NAD — nikotinamid
adenin dinukleotid, FAD — flavin adenin dinukleotid, SDH — sukcinat-dehidrogenaza.

Dinamika metabolickih procesa u hipokampusu je od izuzetnog znacaja za proces obrade

informacija putem neuralne transmisije 1 sinapti¢ke plasti€nosti. Sve ve¢i broj studija ispituje

ulogu metabolizma u regulaciji neuralne plasti¢nosti.!*%!4! Poreme¢aj metabolizma i uslovljena

stanja oksidativnog stresa mogu biti okida¢ za razvoj raznih patoloskih stanja, $to dobija sve veci

zna¢aj u oblasti neuronauka. Takode, metaboliti Krebsovog ciklusa ucestvuju u regulaciji

dinamike mitohondrija i drugih biohemijskih procesa.'*> Pored znacaja u energetskom

metabolizmu, mitohondrije su vazne u procesu biosinteze aminokiselina.
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2.4. Zivotinjski modeli depresije

Uvodenje zivotinjskih modela u istrazivanja omogucilo je da se premosti prelaz sa pre-klinickih
na klinicka istrazivanja, $to je dalo veliki doprinos i u razumevanju depresije i mogucih
mehanizama tretmana ove bolesti.

Procena valjanosti zivotinjskih modela zasniva se na kriterijumima kao Sto su:
verodostojnost odraza (engl. face validity), valjanost konstrukta (engl. construct validity) i
prediktivna valjanost (engl. predictive validity).!314* Odraz se odnosi na sli¢nost koja postoji
izmedu modela i modelovanog poremecaja, a koja podrazumeva sli¢nost na terapeutskom nivou i
na nivou simptomatologije. Ovo je kriterijum Koji se najteze dostiZze, posebno imajuci u vidu
nemoguénost modelovanja nekih simptoma kod zivotinja. Prediktivna valjanost odrazava ta¢nost
predvidanja dobijenih istrazivanjem na modelu. Valjanost konstrukta je teorijsko objasnjenje
upotrebe datog modela, koja podrazumeva postojanje istih molekulskih odnosa izmedu
zivotinjskog modela i subjekta modelovanja.

Poseban znacaj dalo je istrazivanje uzro¢no-posledi¢ne veze izmedu stresa i socijalnog
ponaSanja, najviSe kod glodara, i to pacova soja Wistar,4>146 sa akcentom na mehanizam kojim
ponovljeni stres izaziva razlicite fizioloske promene i promene ponaSanja koje nalikuju depresiji,
a koje su od znacaja za istrazivanje depresije kod ljudi.'*’ Incidenca za razvoj depresije najveca je
u periodu adolescencije i starijem dobu. Zivotni periodi pacova mogu da se koreliraju sa godinama
kod ljudi, pri ¢emu pacovi starosti ispod 6 meseci odgovaraju periodu adolescencije kod ljudi,
odnosno uzrastu ispod 18 godina.l#

Zivotinjski modeli depresije najéesce su zasnovani na fenotipizaciji jednog ili vise simptoma
depresije, kao $to su stanje o¢aja i anhedonije (smanjen interes ili uzivanje), kao jedne od osnovnih
karakteristika depresije. Zivotinje se u ponasanje nalik depresivnom najéesée uvode izlaganjem
nekoj vrsti stresora, kao dobro poznatom etioloskom faktoru depresije, upotrebom hemijskog
agensa, ili se koriste geneticki modeli depresije.!*® Cesto koriséeni modeli su model izloZenosti
hroni¢nom stresu, model naucene bespomocnosti, odvajanje od majke, uskracivanje sna,
poremecaj cirkadijalnog ritma. Takode, modeli koji se dobijaju oste¢enjem olfaktornih bulbusa, ili
izazivanjem depresije usled indukovanja inflamacije, nasli su primenu u istrazivanjima.
Zivotinjski model depresije se dobija i genetickom manipulacijom odredenih gena, kao §to su

homozigotni misevi sa deficijencijom gena za serotoninske receptore ili transportere,

23



Doktorska disertacija

noradrenalinske transportere, heterozigoti za vezikularni transporter 1, ili homozigoti za

kanabinoidni receptor 1.148

2.4.1. Model hronié¢ne socijalne izolacije pacova

Socijalne interakcije imaju uticaj na fizioloskom, psiholoskom i na nivou ponasanja, a zivotinjske
studije dale su veliki broj informacija o razumevanju mehanizma pomocu kojih socijalne
interakcije uticu na zdravlje ili doprinose nastanku bolesti.!49:150

Model socijalne izolacije glodara (pacova i miseva) zasnovan je na fizickom razdvajanju
Zivotinja,’! pri ¢emu Zivotinje ne mogu da se dodirnu i vide, ali imaju normalna olfaktorna i
auditorna iskustva.*>?> Glodari su socijalna bi¢a, zbog Cega izlaganje uslovima hroni¢ne socijalne
izolacije predstavlja tip stresa koji uzrokuje patofizioloske promene i ponasanje nalik depresivnom
i anksioznom, a ¢iji mehanizam nastanka jo§ uvek nije dovoljno razjasnjen.?®3%* Primeéeno je da
socijalna izolacija uzrokuje kvantitativno i1 kvalitativno drugacije patofizioloske odgovore u
bolesti.’*° Prema zvani¢nim podacima, Zene su sklonije razvijanju depresije. Pokazano je da je kod
Zena, u odnosu na muskarce, povec¢ana bazalna i stresom izazvana HPA ekscitacija.*>®> Modulacija
fizioloskog odgovora posredovanog kortikosteroidnim receptorima kod zenki, u odnosu na
muZjake, pokazana je i na primeru hroni¢nog stresa socijalne izolacije.*>® Ove promene mogu biti
rezultat smanjenog nivoa estradiola kod Zena u stanju depresije.*>” Pored toga, pokazano je da
postoji polno-uslovljena razlika u pogledu aktivacije signalnih puteva u odgovoru na
antidepresive.'® Dosada$nja iskustva pokazala su da model socijalne izolacije zadovoljava
kriterijume za odabir modela, s obzirom da uzrokuje ponasanje nalik depresivnom i anksioznom,
a pokazuje validnost konstrukta i dobru prediktivnu validnost na antidepresive. 13159161

Promene koje se uocavaju na biohemijskom nivou kod glodara izlozenih hroni¢nom
psihosocijalnom stresu u saglasnosti su sa promenama uo¢enim kod ljudi.'®2163 Psihosocijalni stres
hroni¢ne izolovanosti je pokazao jaci efekat stresa u odnosu na Stres izazvan smanjenjem Zivotnog
prostora (engl. crowding) kod pacova.'® Gould i saradnici su pokazali da izloZenost
psihosocijalnom stresu narusava proces neurogeneze u DG subregionu hipokampusa.'®* Socijalna
izolacija u razli¢itim mozdanim regionima menja nivoe dopamina, serotonina, GABA-e, glutamata
i adrenalina,'®>1% kao i c-Fos-a, markera aktivnosti nervnih éelija.*®” Na molekulskom nivou je
pokazano da socijalna izolacija pojacava aktivnost i smanjuje broj mikroglija, menja njihovu

morfologiju,'®® smanjuje nivo BDNF-a, medijatora neuralne plasti¢nosti u mozgu,'%° translocira
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NF-kB u jedro i kompromituje glutation-zavisnu antioksidativnu zastitu u prefrontalnom korteksu
i hipokampusu pacova.t’%171

Rana istrazivanja modela socijalne izolacije na pacovima, u trajanju od 3 nedelje, pokazala
su neusaglasenost u pogledu uticaja na aktivnost HPA ose. Jedan broj eksperimenata pokazao je
da na neuroendokrinom nivou izostaje povecanje kortikosterona, kao glavnog hormona stresa u
serumu pacova odnosno glodara, kroz delimi¢nu deregulaciju HPA ose,'’?1"® dok drugi ukazuju
na hiperekscitaciju ose. Pokazano je da stres hroni¢ne izolacije naruSava HPA sistem povecavajuci
bazalne nivoe relevantnih hormona u plazmi pacova (ACTH, CORT), kao i da ublazava dodatni
stresni odgovor u hipokampusu, posredovan preko GR i HSP70 tokom izloZenosti novom
razli¢itom akutnom stresu.'? Oslabljena reakcija HPA ose na akutni stres nakon hroni¢ne socijalne
izolacije pokazana je i u drugim studijama.'”* Neadekvatno reagovanje, u smislu porasta nivoa
glukokortikoida na pocetku stresa, moze biti §tetno, s obzirom da glukokortiokoidi imaju i jednu
od glavnih uloga u prezivljavanju u stresu.8? Posebno znacajni su negenomski efekti, posredovani
GR-om i PI3K, ili translokacijom Bcl2 koji ima antiapoptotsku ulogu. Kako poveéan, tako i
smanjen, nivo glukokortikoida moze biti razlog za nastanak patofizioloskih stanja.?® lako su studije
pokazale nekonzistentnost, vezano za promenu nivoa kortikosterona u plazmi pacova izlozenih
stresu socijalne izolacije, potvrden je uticaj hroni¢ne izolacije u modifikovanju odgovora
kortikosterona na novi razliciti akutni stres, svedoceéi tako o kompromitovanosti HPA ose.'’® S
obzirom na za$titni mehanizam kortikosteroida od prenaglasenog odgovora na stres,!”
deregulisana HPA osa je potencijalno odgovorna za razvoj neadekvatne reakcije organizma na
hroni¢nu izloZenost stresu socijalne izolacije, $to je jedan od mogucih razloga za razvoj fizioloskih
promena koje dovode do nastanka ponasanja nalik depresivnom.

Za procenu uspesnosti zivotinjskog modela depresije, ili za ispitivanje antidepresivnog
potencijala nekih supstanci, primenjuju se razliciti testovi kojima se odreduju parametri ponaSanja
analognog simptomima depresije kod ljudi.'®® S obzirom da se u Zivotinjskim modelima prate
simptomi koji odgovaraju, ali nisu istovetni simptomima depresije kod ljudi, koristi se odrednica

»ponasanje nalik depresivnom®.

2.5. Tretman depresije

U klinickoj praksi se pri leCenju depresije pristupa psihoterapiji, farmakoterapiji, primeni

suplementacije, alternativnim pristupima poput fizicke aktivnosti, dok se kod tezih i rezistentnih
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formi depresije primenjuje invazivniji pristup leenja u vidu elektrokonvulzivne terapije. lako
postoji nekoliko nacina le¢enja depresije, uspesnost izleCenja je jos uvek na nezadovoljavaju¢em
nivou. Veliki problem predstavlja nemoguénost pracenja uspeSnosti terapije, u prvom redu
prilikom izbora lekova ili odgovora na njih, s obzirom da ne postoje merljivi biohemijski
parametri, specifi¢cni kako za sam nivo tezine depresivnog poremecaja, tako ni uspeSnosti

odgovora na izabrani tretman.

2.5.1. Psihoterapija

Psihoterapija, nekada dominirajudi vid tretmana kod pacijenata,'’® podrazumeva razli¢ite vidove
terapeutskog pristupa, kao Sto su kognitivno-bihejvioralna ili interpersonalna terapija. Razgovor
sa psihologom ili psihoterapeutom omogucava pacijentu da se suoCi sa stresovima i razvije

mehanizme borbe protiv istih. Efikasnost psihoterapije su pokazale i meta-analize.’”18

2.5.2. Farmakoterapija

Pedesete godine XX veka smatraju se po¢etkom psihofarmakoloske revolucije, vezana za slu¢ajno
otkri¢e delovanja leka protiv tuberkuloze (,,iproniazid*‘) u popravljanju raspolozenja i opSteg stanja
organizma. Tadasnje otkic¢e pokazalo je znacaj delovanja monoaminooksidaza (MAO), odnosno
nivoa monoamina u mozgu depresivnih pacijenata, $to je dovelo do stvaranja MAO inhibitora kao
prvog tipa antidepresiva. Pojava Stetnih sporednih efekata uslovila je intenzivniji razvoj novih
bezbednijih alternativa. Do danas je razvijen znacajan broj antidepresiva, koji se po mehanizmu
svog delovanja svrstavaju u nekoliko klasa. Prema vremenu pojavljivanja i prisustva nezeljenih
efekata, mogu se podeliti na antidepresive prve i druge generacije.

Najveci broj lekova svoje delovanje ispoljava posle nekoliko nedelja upotrebe, a najcesce je

potrebno tretman primenjivati nekoliko meseci, ¢ak i nakon nestajanja simptoma depresije.

2.6.2.1. Antidepresivi prve generacije
Prvootkriveni, danas poznati kao antidepresivi prve generacije, bili su lekovi koji su u svojoj
strukturi imali tri prstena: tricikli¢ni antidepresivi. Medu njima, prvi otkriven bio je imipramin,
Cija je terapeutska primena odobrena 1959. godine.!”® To je bio prvi lek ¢&iji mehanizam
antidepresivnog delovanja nije bio vezan za inhibiciju MAO.*° Tricikli¢ni antidepresivi efikasno

ublazavaju simptome depresije, ali je pojava sporednih efekata, medu kojima i veca verovatnoca
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predoziranja, zna¢ajno ogranicila njihovu primenu, uglavnom na pacijente koji pokazuju otpornost

na ostale klase antidepresiva.

2.6.2.2. Antidepresivi druge generacije

Potreba da se umanje $tetni efekti MAO inhibitora i tricikli¢nih antidepresiva, kao i novi dokazi o
znacaju serotonina u depresiji, doveli su do razvoja novih, bezbednijih antidepresiva sedamdesetih
godina proslog veka. Tradicionalno se verovalo da je hemijski disbalans, i posledi¢no neadekvatna
komunikacija na nivou sinapsi, glavni uzrok depresije. U skladu sa monoaminskom teorijom
depresije, selektivni inhibitori preuzimanja monoamina teze vracanju nivoa ovih molekula na
normalan biohemijski nivo, ublazevajuéi ili neutralisuci simptome depresije. Na ovom principu
razvijeni su antidepresivi druge generacije. U zavisnosti od selektivnosti prema odredenom
neurotransmiteru, ¢iji nivo selektivno modulisu, razlikuju se nekoliko podklasa antidepresiva:
selektivni inhibitori preuzimanja serotonina (engl. selective serotonin reuptake inhibitor, SSRI)
(fluoksetin, citalopram, escitalopram, paroksetin, sertralin i vilazodon) selektivni inhibitori
serotonina i noradrenalina (npr. venlafaksin i nefazodon), noradrenalina (reboksetin), dopamina i

noradrenalina (npr. bupropion),*8! kao i atipi¢ni antidepresivi (tianeptin).182
2.6.2.2.1. Fluoksetin

Od pojave fluoksetina u klinickoj praksi (1987. godine), do danas, SSRI su bile i ostale prvi izbor
kod tretmana depresije. Prema osnovnom mehanizmu delovanja, SSRI lekovi sprecavaju ponovno
preuzimanje serotonina, na nacin da blokiraju serotoninske transportere na postsinaptic¢koj
membrani nervnih c¢elija (Slika 10). Indirektnim povecanjem koncentracije serotonina u
sinapti¢koj pukotini, podsti¢e se aktivnost razlic¢itih postsinapti¢kih serotoninskih receptora i

nishodnih signalnih puteva.'8
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Slika  10.  Shematski prikaz
mehanizma delovanja SSRI
antidepresiva; 5HT — serotonin, SERT
— transporter serotonina.
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Jedan od najcesée prepisivanih SSRI lekova je fluoksetin (Lilly, LY110140),'8 aktivna
supstanca mnogo poznatijeg leka ,,Prozak™. Molekulska formula fluoksetina je Ci7H1sF3NO, a
prema [UPAC nomenklaturi N-metil-3-fenil-3-[4-(trifluormetil)fenoksi]propan-1-amin.
Strukturno, fluoksetin je derivat difenhidramina sa dodata tri atoma fluora (Slika 11). Razvoj nove
generacije antidepresiva i savremenijeg leCenja depresije zapoceo je upravo pronalazenjem novih

lekova na bazi mehanizma delovanja i strukture fluoksetina.*

P450
enzimi )
ar N (<] N o
fluoksetin norfluoksetin

Slika 11. Hemijske strukture fluoksetina i norfluoksetina®.

Zbog lipofilnog karaktera, fluoksetin se zadrzava u nekoliko tkiva, a njegova distribucija u
mozgu se pokazala 2,6 puta ve¢om u odnosu na koncentracije u plazmi.'® Put razlaganja po¢inje
u jetri, pomocu citohrom P450 enzimskog sistema, gde se racemska smeSa S/R fluoksetina
demetilacijom prevodi u racemsku smeSu aktivnih metabolita S/R-norfluoksetina, c¢iji
farmakoloski efekat kao jedine aktivne supstance je takode ispitan. Razlika u aktivnosti izmedu S-
I R-norfluoksetina je mnogo izrazenija u odnosu na uocene razlike izmedu enantiomera
fluoksetina. S-norfluoksetin blokira duze, ali i dvadeset puta jace serotoninske transportere u
odnosu na R enantiomer.*®® Fluoksetin i norfluoksetin, za razliku od nekih drugih SSRI lekova,
blokiraju odredene enzime P450 sistema i tako inihibiraju sopstveni metabolizam.®” Upravo zbog
nelinearne farmakokinetike,'®® upotreba ovog leka na duze vreme, ili u kombinaciji sa drugim
lekovima, mora biti strogo kontrolisana. Fluoksetin se eliminiSe iz organizma u roku od 1 do 4
dana, dok je taj period znatno duzi kod njegovih aktivnih metabolita (izmedu 7 i 14 dana). O
stabilnosti S-enantiomera govori i podatak da je njihova koncentracija u plazmi dvostruko vec¢a u

odnosu na R-enantiomere posle nekoliko nedelja primene leka.8°

1 Strukture preuzete sa sajta MolView.
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Pored toga Sto blokira serotoninske transportere, fluoksetin slabijim afinitetom inhibira
noradrenalinske transportere i ima ulogu antagoniste serotoninskog 5-HTzc receptora.'8
Fluoksetin se dominanto vezuje za mitohondrije i sinaptozome.'%

Veliki broj studija se bavio ispitivanjem fluoksetina i biohemijskih efekata koje njegova
hroni¢na primena izaziva u mozgu. Hroni¢ni tretman fluoksetinom normalizuje ponaSanje nalik
depresivnom,’* modulisuéi neuralnu aktivnost u limbi¢kim delovima mozga vezanim za stresni
odgovor kod hroni¢no socijalno izolovanih Zivotinja, posebno u dorzalnom delu hipokampusa.t®:
Fluoksetin ponovo uspostavlja/vraca inhibitornu neurotransmisiju u dorzalnom hipokampusu, tako
S§to sprecava smanjenja nivoa parvalbumina i GABA-sintetiSuceg proteina GAD67 u uslovima
stresa.’®>1% Fluoksetin takode pokazuje antiinflamatorna'®® i antioksidativna svojstva,®’
povecava ekspresiju sinapti¢kih proteina u hipokampusu pacova,'®® kao i podsti¢e plasti¢nost
stimulacijom BDNF ekspresije.!®® Fluoksetin stimulie proces neurogeneze, ¢ime doprinosi
regulaciji odgovora na uslove hroni¢nog stresa, i vrac¢anju kontrole hipokampusa nad aktivno$éu
HPA ose.?®

2.6.2.2.2. Tianeptin

Pojavom novih dokaza o neocekivanom kretanju nivoa monoamina u mozgu depresivnih osoba,
kao i dokaza o neocekivanom i neadekvatnom odgovoru na le¢enje, nadmasilo je, ve¢ uveliko
prihvacéenju, teoriju o hemijskom disbalansu monoamina. To je ukazalo na sloZeniju sliku
biohemijske osnove depresije, kao i na potrebu za razmatranjem oblika tretmana zasnovanih na
drugim mehanizmima.

Otkric¢e da lekovi, kako se prvobitno verovalo, suprotnog mehanizma delovanja u odnosu na
tipiéne SSRI pokazuju antidepresivne osobine dodatno je zakomplikovalo istrazivanja o depresiji.
Prvobitno predlozeno delovanje ovih antidepresiva vezivalo se za proces ponovnog preuzimanja
serotonina u sinapsama od strane transportera na postsinapti¢koj membrani i tako na smanjenje
nivoa ovog neurotransmitera dostupnog za prenos signala.?

Strukturno, tianeptin je 7-[(3-hloro-6-metil-5,5-diokso-11H-benzo[c][2,1]benzotiazepin-
11-il)amino]heptanska kiselina, i nalikuje strukturi tricikli¢nih antidepresiva (Slika 12).

Tianeptin su prvi put sintetisali 1981. godine Antoine Deslandes i Michael Spedding.
Uporedne analize pokazale su da tianeptin poseduje efikasnost na nivou SSRI lekova, dok se
terapeutski efekti ispoljavaju kroz bolju toleranciju i manje sporednih efekata.??>2%4 Tianeptin

ispoljava antidepresivno dejstvo delujuéi na vie razli¢itih sistema.*®?% Hroni¢ni tretman
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tianeptinom modulise efikasnost SERT-a, a uti¢e i na smanjeni kapacitet blokade SERT-a od
strane SSRI antidepresiva.’®® Dalje, spre¢ava i vraéa proces remodelovanja dendrita u
hipokampusu,??-2% podstice GABA-ergicku signalizaciju,?'® poveéava ekspresiju BDNF-a.?!!
Novija istrazivanja su pokazala da tianeptin nema uticaj na promene u nivoima serotonina i
adrenalina. Mehanizam delovanja taineptina se vezuje i za signalizaciju posredovanu AMPA
receptorima®'?, Takode, novije studije su pokazale afinitet tianeptina prema p-opioidnim

receptorima i signalizaciji nalik kanabinoidima.?!3-215
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Slika 12. Hemijske strukture tianeptina i glavnog metabolita MC52.

Dodatno, uzimajué¢i u obzir nootropna svojstva tianeptina, tj. sposobnost da pojaca
kognitivne performanse u roku od nekoliko sati, sve vise nalazi primenu kod zdrave populacije.?'
Posledica toga je i sve veca zloupotreba leka.?!’

Najnoviji podaci iz humanih studija ukazuju da je nivo serotoninskih transportera snizen u
toku trajanja depresivne epizode, a da sa oporavkom, ili ublazavanjem simptoma, raste i nivo ovih
transportera.?'® To je potvrdila studija koja je pokazala uticaj kortikosteroida na smanjenje gustine,
tj. ekspresije ovih transportera u hipokampusu.?!® Ovim mehanizmima bi celije obezbedile
poviSene koncentracije serotonina za meducelijsku komunikaciju. Mehanizam delovanja SSRI
antidepresiva dodatno uti¢e na neufunkcionalnost ovih transportera, dok je oporavak, prema
izvedenoj studiji, vezan za povecanje gustine transportera. UoCene promene U Nivou transportera
bi bile u saglasnosti sa mehanizmom delovanja tianeptina kojim on takode podsti¢e funkcionalnost

transportera i stimuliSe preuzimanje serotonina.

2 Strukture preuzete sa sajta MolView.
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Svi antidepresivi druge generacije imaju priblizno istu efikasnost, ali i specifi¢ne obrasce
antidepresivnog delovanja, kao S§to su drugacije vreme pocetka delovanja, kao i prisustvo
sporednih efekata.??° Nekada se u tretmanu kombinuju dva antidepresiva,??! ili, ¢esée, pojacava
efikasnost primarno prepisanog antidepresiva dodatkom stabilizatora ponasanja,??*2%3 anksiolitika
ili antipsihotika.??422°

| pored ogromnog nauc¢no-technoloskog napretka, dijagnoza i leCenje depresije zahtevaju
posebnu paznju i strpljenje lekara i pacijenta, posto se pronalazenje delotvornog tretmana zasniva
na isprobavanju razli¢itih lekova, $to nekada moze da potraje mesecima. Otezavajuéa okolnost je
i odlozeni mehanizam delovanja dostupnih antidepresiva. Verovatno je iz tog razloga, prema
poslednjim podacima, najveéi broj antidepresiva koji su trenutno u razli¢itim fazama istrazivanja
zasnovan je na potpuno drugacijem principu od monoaminskog, tj. na mehanizmu inhibicije
NMDAR i brzom antidepresivnom delovanju.??52?" Takode, kreiranje vise-targetnih antidepresiva,
kao S§to su istovremeni inhibitori preuzimanja dopamina, serotonina i noradrenalina, ili
kombinacija monoaminskih sa nemonoaminskim targetima, je ideja za noviji razvoj strategija
tretmana bolesti.?8 Cesto izostaje adekvatan odgovor na bilo koji od tretmana, $to je usko
povezano sa nedovoljnim znanjem o molekulskim osnovama bolesti, i to sve zahteva mnogo vece
nau¢no angazovanje, u smislu pronalazenja jednoznacénijih i brzih pokazatelja bolesti i bolje
efikasnosti lekova. U tom smislu bi otkri¢e relevantnih ciljnih molekula i biomarkera bilo korak
blize ka personalizovanoj terapiji, kreiranju novih lekova sa ciljanim mestom delovanja, kao i

podiglo efikasnost u borbi protiv rastu¢eg i nedovoljno prepoznatog problema depresije.
2.5.3. Drugi pristupi le¢enju

Uspesnost razli¢itih vidova lecenja depresije svedo¢i o postojanju specificnih mehanizama u
osnovi antidepresivnog uticaja izazvanog razli¢itim stimulusima, $to ne zavisi samo od terapije
lekovima. Elektrokonvulzivna terapija (ET) je najefikasniji tretman u le¢enju depresije,??*2% koji
se zasnhiva na elektri¢cnoj stimulaciji mozga pacijenta. Studije, uradene na istazivanju ET, su,
izmedu ostalog, dale i bitan akcenat na znacaj hipokampusa kao jednog od ciljanih regiona za
uoceni antidepresivni efekat. Ponovljene elektrokonvulzije doprinose povecanju zapremine
nekoliko mozdanih regiona, i to uglavnom hipokampusa,?3'23? dovode do trajnih ultrastrukturnih
promena u hipokampusu, stimulisanjem procesa sinapticke i neuralne plasti¢nosti, delujuci
posebno ciljano na nivou sr CA1 subregiona hipokampusa.?®® Takode, neke studije povezuju

mehanizam delovanja ET sa usporavanjem metabolizma preko uticaja na GABA-ergicki sistem.?%*
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Alternativno, u leCenju depresije se mogu primeniti i metode koje Se zasnivaju na
uspostavljanju bolje veze izmedu mozga i ostatka tela, $to se smatra bitnim za o¢uvanje zdravlja:
akupunktura, meditacija, masaze, terapije pomoc¢u muzike ili umetnosti, kao i joga i fizicka
aktivnost,?3>-2%" koje uti¢u na smanjenje alostatskog optere¢enja.?3®

Suplementacija, tj. dodatak odredenih metabolita, kao $to su omega-3 masne Kiseline,
vitamina D, jona poput Mg?* ili Li* 239240 neke su od alternativa za pomo¢ u tretmanu depresivnih
pacijenata. Takode, suplementacija prekursorima sinteze neurotransmitera serotonina,
metabolitima kao $to su 5-hidorksitriptofan (Slika 13),241242 dopamin ili noradrenalin u formi
esencijalnih aminokiselina (tirozin, fenilalanin),?*® ili neophodnih enzimskih kofaktora (vitamini
B12 i B6, S-adenozilmetionin (SAM)),* pokazala se delotvornom u slugajevima blage ili

umerene depresije (Slika 14).24°
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Slika 13. Hemijska reakcija prevodenja triptofana u serotonin?.
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Slika 14. Put hemijskog prevodenja tirozina do neurotransmitera dopamina i nor/adrenalina®.

3 Prikaz hemijskih struktura preuzet sa https://molview.org/.
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2.6. ,,Omics* u sluzbi istrazivanja bolesti

Primena ,,omics“-a dozivela je vrhunac u poslednjoj deceniji, uglavnom zbog velike koli¢ine
podataka koja se dobija, kao i sveobuhvatnijeg prikaza promena u celijama, tkivima ili
organizmima. Sufiks ,,omics“ definiSe primenu tehnika kao $to su genomiks, epigenomiks,
transkriptomiks, proteomiks ili metabolomiks, zasnovanih na analizi celokupnog skupa gena,
informacione ribonukleinske kiseline, proteina ili metabolita, u uzorku u datom momentu.?46
Kvantitativna ,,0mics* tehnologija pruza uvid u zastupljenost molekula od interesa, dajuci
mogucénost da se primenom adekvatnih bioinformati¢kih reSenja identifikuju specifi¢ni molekulski
odnosi, koji nisu uocljivi primenom metoda ciljane detekcije molekula. Pored ispitivanja promena
na molekulskom nivou u uslovima bolesti ili tretmana, znacaj podataka dobijenih ,,omics*“-om je i
u prepoznavanju specifiénih biomarkera, koji mogu posluziti za rano dijagnostifikovanje bolesti i
kao sredstvo za praéenje efikasnosti tretmana. U istrazivacke svrhe su, do sada, uobicajeno
koris¢eni genomiks, transkriptomiks i proteomiks, dok je primena metabolomiksa dozivela brzi
skok poslednjih godina i jos uvek je u razvoju (Slika 15). lako je poslednja karika u nizu od svih

,,omics* tehnika, metabolomiks je prvi u redu koji oslikava i direktno korelira sa fenotipom bolesti.
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Slika 15. Hijerarhijski prikaz razlicitih ,,omics® tehnologija u sluzbi istrazivanja
bolesti i tretmana (adaptirano sa: https://idearesourceproteomics.org/wp-
content/uploads/2017/09/Basic-Proteomic-Workflow.pdf).

Izazov za istrazivace predstavlja otkrivanje kandidata biomarkera i njihovo uvodenje za ranu
dijagnostiku, ili predvidanje predispozicija za nastanak neuropsihijatrijskin obolenja. Da bi se
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razumela patologija depresije, vazno je uoliti Sve promene u biohemijskim putevima ¢ija
fenotipizacija uzrokuje depresivno ponasanje. Razvoj ,,omics* tehnologija omogucio je dobijanje
velikog broja podataka, ¢ijom obradom je moguce identifikovati ciljane molekule ranog nastanka
bolesti, razumeti predispozicije za razvoj neuropsihijatrijskih poremecaja, kao i pracenje toka
uspesnosti leGenja.?*” Ovakav pristup bi omogucio ,,skrining* pacijenata na biomarkere depresije,
olaksSavaju¢i postavljanje dijagnoze i pracenje toka leCenja prema odgovoru pacijenta na tretman
izabranim lekom.?*® Razli¢ite tehnike dale su moguée kandidate kao biomarkere depresije, U
okviru neuroinflamacije, endokrinoloskih promena, faktora rasta, neurotransmitera i metabolita,

ali nijedan od navedenih nije zadovoljio kriterijume kao jednoznacni marker depresije.?*°

2.6.1. Proteomiks

Proteom predstavlja skup svih proteina u ¢eliji, tkivu ili organizmu u datom trenutku. Proteomiks
se kao instrumentalna metoda primenjuje za identifikovanje i/ili odredivanje zastupljenosti
proteina u uzorku. Ideja komparativnog proteomiksa je da se pra¢enjem promene nivoa proteina u
uzorku, kao odgovor na neki stimulus (stres, lek), identifikuju odredeni biohemijski putevi ili
procesi od znacaja za razvoj odredene patologije ili odgovora na tretman.

U zavisnosti da li analiziramo poznate ili nepoznate proteine, proteomiks se izvodi
targetovanim i netargetovanim pristupom. U zavisnosti od koraka u kom se vrsi kvantifikacija
proteina, razlikuju se ,,bottom-up® i ,,top-down* proteomiks kojim se smanjuje vreme i troSak
metode, a daju informacije o proteinskoj degradaciji, izoformama i post-translacionim
modifikacijama (Slika 16). Medutim, i danas ,,top-down* pristup, iako noviji, ima ogranicenja u
poredenju sa ,,botom-up*, posebno u pogledu broja proteina koje je moguée detektovati.?>

,»Bottom-up* proteomska analiza se tradicionalno izvodila primenom elektroforetskog
razdvajanja proteina, pracena digestijom proteina do peptida, razdvajanjem istih primenom te¢ne
hromatografije sa visokim/ultra performansama  (eng. high-ultra performance liquid
chromatography, H(U)PLC), sto smanjuje kompleksnost ispitivanog uzorka, i, na kraju, naknadna
identifikacija proteina primenom masene spektrometrije (eng. mass spectrometry, MS).%?

Netargetovani ,,bottom-up* proteomiks omogucava identifikaciju na hiljade proteina u
bioloSkom uzorku. Poslednji korak je kvantifikacija peptida, koja se moze izvrSiti pomocu
izotopskog, izobarskog obelezavanja proteina ili peptida, kao i ,,label-free kvantifikacijom, koja
odrazava broj merenja prekursora ili tranzicionih jona na relativnom ili apsolutnom nivou,

primenom obeleZzenog proteina ili peptida.?>?-2>4
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Slika 16. Shematski prikaz proteomske analize uzorka; 3D strukture proteina
preuzete sa: https://www.rcsh.org/ (PDB: 1IRWY, 2XYK, 6WUW, 6Z3V).

Postoje brojne komercijalne i ,,online* dostupne platforme za obradu proteomiks podataka,
kao Sto su STRING ili Blast2go. Pored statisticke analize, one nude moguénost olaksane
interpretacije velikog broja podataka na osnovu interaktomiksa. Interaktomiks, zasnovan na
targetovanju promenjenih biohemijskih puteva na osnovu proteomske analize i1 specifi¢nih protein-
protein interakcija dostupnih u bazama podataka, zna¢ajno doprinosi targetovanju jednog ili vise
relevantnih signalnih puteva u bolesti, kao i odgovoru na tretman.

Proteomska analiza je mnogo puta koris¢ena u karakterizaciji razli¢itih patoloskih stanja, a
u sluCaju depresije uocava se velika raznolikost puteva koji su oznaeni kao potencijalno
nefunkcionalni, sto je pokazatelj da smo jos uvek daleko od jednoznackog definisanja proteinskog
targeta i biomarkera depresije. Specifi¢nost primene analize na humanim tkivima zahteva rad sa
postmortem uzorcima pacijenata, sto je svakako ogranicavajuci faktor koji utice na oskudan broj
radova na ovom polju.?>® Prve humane studije su uradene na frontalnom korteksu i hipotalamusu,
a danas se mozdani metabolizam na proteomskom nivou istrazuje i pomocu cerebrospinalne

teCnosti,?® ili seruma pacijenata.?>-?>° 1z navedenih razloga, proteomiks je u najvecoj meri bio
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usmeren na studije sa animalnim modelima, koje su pokazale vaznu ulogu sinaptickih mitohondrija

260

cingulatnog korteksa u osnovi anksioznog poremecaja,”®® energetskog i sistema Saperona,

neuroplasti¢nost i regulaciju oksidativnog stresa u ventralnom hipokampusu pacova,?®!
neurogeneze i oksidativnog metabolizma u hipokampusu.26?

Usavrsavanje instrumentalnih tehnika, pra¢eno razvojem kompjuterskih sistema i
bioinformatike, omogucilo je primenu proteomiksa za analizu mnogo sloZenijih bioloskih sistema,

od laboratorijskog istrazivanja do klini¢kih, u formi personalizovane medicine.?>°

2.6.2. Metabolomiks

Metaboliti su molekuli niskih molekulskih masa (< 1 kDa), koji se karakteri$u razli¢itim fizicko-
hemijskim svojstvima, i koji predstavljaju supstrate i proizvode biohemijskih reakcija. Obuhvataju
Sirok spektar klasa hemijskih jedinjenja, medu kojima su Seceri, masne kiseline, aminokiseline i
nukleotidi. Skup svih metabolita u ¢eliji, tkivu, ili organizmu, u datom trenutku predstavlja
metabolom. Metabolomskom analizom se istrazuje uticaj odredenog faktora na bioloski sistem,
tako $to se odreduje zastupljenost ciljanih, ili svih identifikovanih metabolita u uzorku u datom
momentu. 1z navedenog proizilazi da je glavni cilj metabolomiksa istrazivanje ciljanih
biohemijskih puteva, ili pravljenje celokupnog metabolomskog profila bioloskog sistema, nastalog
kao odgovor na prisustvo nekog stimulusa.

Metabolomiks je jedno od najbrze razvijajucih istrazivackih polja, ali se u brojnim oblastima
u kojima nalazi primenu tek o¢ekuje napredak i odgovori na brojna vazna pitanja. Metabolomiks
je oblast koja objedinjuje instrumentalne tehnike, biohemiju i obradu podataka.?®® lako je kao
metoda prvobitno razvijan sa ciljem identifikovanja specifi¢nih biomarkera,?%-2%6 danas daje sve
veéi doprinos u konstruisanju biohemijskih mehanizama razli¢itih procesa.?®”

Metabolomiks je ve¢ nasao primenu u preklinickim istrazivanjima, za nekoliko bolesti
centralnog nervnog sistema.?®8269 Uopsteno, metabolomiks pruza uvid u biohemijske procese i
poremecaje na molekulskom nivou koji su u osnovi bolesti, pronalazenju biomarkera bolesti, i u
otkrivanju dijagnostickih biomarkera za lakSe pracenje terapije, Sto je put ka individualnom
pristupu le¢enja.?’%-?"? Preplitanje znanja dobijenog metabolomiksom sa rezultatima genomiksa,
transkriptomiksa i proteomiksa, igra sve ve¢u ulogu u karakterizaciji biohemije ¢elija i tkiva.?”

Uvodenje mtabolomiksa u istrazivacku praksu dopunilo je nedostatke drugih ,,omics®

tehnologija.?”* Metabolomiks ima blagu prednost, posto sumira uticaje genomskih i sredinskih
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faktora, i na taj nacin je najbolje merilo za procenu biohemijske aktivnosti u realnom vremenu.
Metaboliti najpribliznije oslikavaju funkcionalnost i dinamiku biohemijskih procesa. Medutim,
ovu vrstu analize potrebno je kontrolisati na viSe nivoa, S obzirom na osetljivost dinamike
metabolita u bioloskom sistemu, I njihovu podloznost modifikacijama shodno sredinskim
faktorima, $to se posebno odrazava na varijacije unutar grupa. Korelacijom promena metabolita sa
fenotipskim promenama otkrivaju se novi aspekti biohemijskih mehanizama, $to daje nove alate i
mogucénosti kontrole ¢elijske regulacije.

Kao kod proteomiksa, i kod metabolomiksa se razlikuju netargetovani i targetovani pristup
analize, Sto zavisi od postavljene hipoteze i zahteva istrazivanja. Netargetovanim pristupom
detektuju se svi joni u odredenom opsegu masa.’’®> Ovo je slabije primenjivana grana
metabolomiksa, zbog niza ogranicenja metoda i analize podataka koje su vremenom znac¢ajno
prevazidene. Prema dostupnim podacima u Pubmed bazi, do sada je objavljeno 1720 radova na
temu netargetovanog metabolomiksa.

Koraci u izvodenju metabolomske analiza zavise od prirode analiziranih metabolita i
dostupnih metoda za razdvajanje molekula (Slika 17). Na osnovu mehanizma razdvajanja
metabolita, razlikuju se kapilarna elektroforeza, te¢na ili gasna hromatografija (engl. gass
chromatography, GC), koje su u sprezi sa MS, a svoju primenu nalazi i nedestruktivna metoda
nuklearne magnetne rezonance (NMR). S obzirom da je GC metoda metoda izbora analize
metabolita u ovoj disertaciji, ona ¢e biti detaljnije objasnjena.

Identifikacija molekula pomoc¢u MS ima blagu prednost, u pogledu osetljivosti, u odnosu na
NMR,?78 §to je vazno za detekciju umerenih promena u nivou metabolita u biolo§kim sistemima,
a zasnovana je na detekciji jona molekula i jona raspada, merenjem odnosa mase i naelektrisanja
(m/z). Dobijene m/z vrednosti, retenciona vremena, kao i intenziteti jona, predstavljaju
metabolomski ,,otisak prsta“ (engl. metabolomic fingerprint) uzorka.?’” Kao tehnike jonizacije, u
metabolomiksu se najcesSce koriste elektrojonizacija (engl. electron impact ionisation, EI) i
elektrosprej jonizacija, dok kao analizator najc¢eS¢u promenu nalaze ciklotron rezonantni, orbitrap
i ,,time of flight“ (TOF), ali i analizatori manje rezolucijel kao $to su jonske klopke, kvadrupolni
ili tripl-kvadrupolni analizatori.?’® Generisani hromatogrami porede se sa dostupnim spektrima u

bazama podataka, gde se na osnovu raspodele jonskih masa identifikuje jedinjenje.
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Slika 17. Sematski prikaz koraka metabolomske analize. Prikazi laboratorijskih
instrumenata preuzeti su sa sajta https://www.labicons.net/index.html, a hemijske
strukture metabolita su adaptirane sa sajta https://molview.org/.

2.6.2.3. Gasna hromatografija

Razvoj metoda za metabolomsko profilisanje, zasnovanih na GC razdrvajanju metabolita, jedna je
od kljuénih prekretnica u razvoju moderne analiticke hemije.?’® Razdvajanje molekula GC
metodom radi se na osnovu razlika u njihovoj isparljivosti, koja je definisana prisustvom odredenih
funkcionalnih grupa, odnosno fizicko-hemijskim karakteristikama metabolita. Zbog nize
isparljivosti odredenih klasa jedinjenja, i prisustva polarnih funkcionalnih grupa, kao $to su
hidroksilne, karboksile, tiolne, amino i imino grupe, potrebno je uraditi proces derivatizacije,
kojim se povecava isparljivost tih jedinjenja, uti¢e na termostabilnost, time i proSiruje opseg
detektabilnih analita.?’®28° |zborom (smese) rastvaraca za izolaciju definisu se klase jedinjenja, tj.
metabolita koji se izoluju iz uzorka.

Postoji vise nacina derivatizacije jedinjenja za GC, kao sto su: silanizacija, acilacija,
alkilacija, esterifikacija i trans-esterifikacija.?’®?81 Najces¢i postupak derivatizacije baziran je na
silanizaciji, gde su reagensi razli¢iti derivati trimetilsilil-, butidildimetilsilil-, i drugih alkilsilil- i
arilsilil- grupa. Najces¢u primenu nalaze: N-Metil-N-(trimetilsilil)trifluoroacetamid (engl. N-
Methyl-N-(trimethylsilyl)trifluoroacetamide, MSTFA) i N,O-di(trimetilsilil)trifluoroacetamid
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(engl. N,O-Bis(trimethylsilyltrifluoroacetamide, BSTFA) i, tradiconalno, trimetilhlorsilan (engl.
trimethilchlorsilane, TMCS) (Slika 18), koji omogucavaju derivatizaciju i identifikaciju najveéeg

broja jedinjenja sa razli¢itim funkcionalnim grupama.??

M

MSTFA BSTFA T™MCS

Slika 18. Hemijske strukture najcesce koris¢enih silanizacionih reagenasa.

Ovi reagensi prevode polarna jedinjenja, kao $to su Seceri, alkoholi, fenoli, karboksilne
kiseline, amidi i amini, u termostabilne i isparljive derivate, mehanizmom supstitucije vodonika u
-OH, -NH ili -SH grupama, naj¢esée trimetilsilil (TMS) grupom (Slika 19).2%% U ovom slucaju se
dobijaju joni, kao $to su TMS estri, TMS etri, TMS amini i TMS amidi, ¢ija je masa uvecana za
72, koliko iznosi masa trimetilsilil grupe, odnosno 144, u zavisnosti od broja supstituisanih atoma
vodonika. Postoji veliki broj reagenasa za silanizaciju jedinjenja. U istrazivanjima se najceSc¢e
primenjuju MSTFA i BSTFA,?"7 uz dodatak TMCS, u srazmeri 99:1 % (w/w), koji poveéava
efikasnost procesa derivatizacije. Posebno znacajan dodatak TMCS je kod derivatizacije amida i
sekundarnih amina.

H4C)sSi_
(H3C)3 o &

X
R—X—H + —=  R”NSiCHy); T NH
3/3 \
FaC™ N e Si(CH3)s
Si(CH3)3

Slika 19. Hemijska reakcija derivatizacije jedinjenja pomocu BSTFA reagensa.

Kako bi se sprecilo stvaranje visestrukih derivata, usled prisustva enola u uzorcima, radi se
metoksilacija uzoraka. Metoksilacijom karbonilnih grupa postize se bolja pokrivenost metabolita
koji se detektuju GC-MS metodom. U te svrhe se najc¢esce koristi metoksiamin hidrohlorid (engl.
methoxyamine hydrochloride, MOX) u piridinu, tj. anhidrovanoj sredini, dajuéi stabilne cikli¢ne
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forme ketale i acetale, koji mogu da se dalje derivatizuju.?”® Danas se uobi¢ajeno derivatizacija
izvodi kroz korake metoksilacije i derivatizacije bioloSkih uzoraka. Faktori kao $to su dostupnost,
pouzdanost, efikasnost i ekonomicnost su doprineli Sirokoj upotrebi GC analize kupolovane sa
masenim spektrometrom i kvadrupolnim analizatorom.?7®

Kao kod proteomske analize, metabolomiks studije izvedene na postmortem tkivima su
ograni¢enog broja, time i znacaja. Analize uradene s ciljem identifikacije specifi¢nih biomarkera
imaju manji znacaj u karakterizaciji biohemijskih poremecaja i targetovanju molekula, a veéi za
primenu u klinickoj praksi.?®* Medutim, i pored dosadas$njih napora, ne postoji klini¢ki dostupan
marker depresije i tretmana bolesti.

GC-MS analiza je, kao najcesce koris¢ena metoda u metabolomiksu, nasla primenu u raznim
istrazivanjima na humanim uzorcima,?®® Zivotinjama?®6-28° j biljkama.?®® Veliki pomak je
napravilo uvodenje druge dimenzije, odnosno pojava GCxGC tehnike 1990-ih godina, $to je
znacilo napredak u kvalitetu razdvajanja metabolita, i moguénost analize kompleksnijih bioloskih
sistema. Dosadasnja istrazivanja su pokazala prednost primene GCxGC-MS u odnosu na GC-MS,
u pogledu identifikacije i kvantifikacije metabolita.?°%:2%?

Sveobuhvatna GCxGC-MS analiza je mnogo manje kori$¢ena tehnika, i smatra se relativno
novim pristupom analize, koju naucnici karakterisu kao najmocniju tehniku ispitivanja isparljivih
i polu-isparljivih jedinjenja.?®®> Do sada je davala rezultate u oblasti neuropsihijatrijskih
istrazivanja, kao targetovana analiza metabolita koji doprinose razvoju neurodegenerativnih
bolesti.?** Sa druge strane, netargetovani metabolomiks ima veliki potencijal za otkrivanje ne samo
biohemije depresije, nego i signalnih puteva vaznih za delovanje razliitih klasa antidepresiva,
zbog nekonzistentnosti njihovog delovanja na nivou receptora. Istrazivanja pomo¢u GCXGC nasla
su primenu u humanim,?52%" zivotinjskim?°1:2%2%° i istrazivanjima na biljkama i mikro-
organizmima. Metabolomiks daje potpuno novi znafaj rezultatima proteomske i genomske
analize, priblizavanjem fenotipskim promenama koje su zavisne od metabolomskog obrasca.
Pored ove, prednost izvodenja je i ekonomicnost postupka u odnosu na druge ,,omics* metode.
Buducénost analize slozenih bioloSkih sistema lezi u integrisanju rezultata razli¢itih ,,omics*
analiza, odnosno interaktomiksu,®® s obzirom da svaka od ,,omics* tehnika daje uvih u specifi¢nu

listu promena vezanih za bolest i njen tretman.?46
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2.6.3. Obrada ,,omics“ podataka

Primena novorazvijenih instrumentalnih tehnika dostize nove okvire zahvaljuju¢i ubrzanom
razvoju hemometrije, softverskih i bioinformatickih resenja. To je omoguéilo da se velika koli¢ina
podataka obraduje na novi, smisleniji nacin, i da se svim tim rezultatima dodeli dimenzija
bioloSkog znacenja. Postoji nekoliko pristupa obrade podataka, koje se grubo grupiSu na
univarijantne i multivarijantne analize.

Pored uobicajenog pristupa univarijantnih testova, pocev od t-testa ili ANOVA-e, postoje
analize koje uzimaju u obzir Siru sliku odnosa izmedu varijabli, a koja uklju¢uje ne samo
medugrupne razlike odredene promenljive, nego i specifi¢ne odnose i korelacije izmedu razlicitih
molekula. Globalizacija vestacke inteligencije, u formi masinskog u¢enja, zauzima sve vece mesto
u razli¢itim granama nauke. Danas se razli¢iti algoritmi masinskog ucenja koriste u obradi
kompleksnih ,,omis* podataka, a sve vi$e i u metabolomskim studijama.30*3% Cilj je konstruisanje
modela na osnovu obucavajuéeg skupa podataka.

Najcesée koris¢ene metode multivarijantne obrade su analiza glavnih komponenti (engl.
principle component analysis, PCA) i (ortogonalna) metoda delimi¢nog najmanjeg kvadrata (eng|.
partial least square, PLS).3%3304 PCA je tzv. multivarijantna analiza bez nadzora (engl.
unsupervised), koja se zasniva se na linearnoj transformaciji promenljivih u set linearnih
promenljivih, poznatih kao glavne komponente, kojima se vr$i pojednostavljivanje podataka kroz
redukovanje dimenzije. PLS se svrstava u multivarijantne regresione analize sa nadzorom (engl.
supervised) i primenjuje se za identifikovanje ,,omics“ obrazaca i pravljenje tzv. klasifikatora na
osnovu konstruisanog ,,omics“ profila, odnosno za potrebe diskriminantske analize (engl.
discriminant analysis, DA).3%2" Kod ove metode se znacaj svake promenljive interpretira
direktno, na osnovu tzv. ,loading” vektora koji oslikavaju doprinos svakog molekula
diskriminaciji izmedu razli¢itih grupa.3®® Takode, multivarijantne analize pod nadzorom koriste se
za identifikaciju biomarkera, sto je jedna od osobina klasifikatora, koji mora da bude validiran i
da zadovolji kriterijume prediktivnosti, osetljivosti i specificnosti.3%®3%° Takode, neki od najéesce
koriS¢enih alata masinskog ucenja za klasifikaciju su ,,Random forest* (RF),3'° neuralne mreze i
,,Support vector machines“. RF je tzv. ,tree-based” klasifikator, koji omogucava regresiju i
grupisanje podataka na osnovu vrednosti ,out of bag“ (OOB) greske.®! lako ova vrsta
identifikacije seta biomarkera jos uvek nije nasla primenu u klini¢koj praksi, dosadasnje studije su

ukazale na znac¢ajan potencijal u buduénosti.3*?
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,,Online”“ dostupne platforme za analizu metabolomskih podataka, kao S$to je
,,MetaboAnalyst 5.0 nude ,,user-friendly pristup velikom broju korisnika.3!® Bioinformaticki
alati za obradu i umrezavanje velike koli¢ine podataka jos uvek su u razvoju, tako da se najveci

dometi primene ,,omics* analiza tek ocekuju.
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3.CILJEVI
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Identifikacija subproteomskih promena u citosolu i nesinaptickim mitohondrijama (NSM),
i posredno identifikacija deregulisanih biohemijskih puteva u: (a) hipokampusu pacova
koji pokazuju ponasanje nalik depresivnom, usled izlozenosti stresu hroni¢ne socijalne
izolacije, i (b) pacova podvrgnutih hroni¢nom tretmanu antidepresivima fluoksetinom ili

tianeptinom (poslednje 3 nedelje izlozenosti 6-nedeljnoj socijalnoj izolaciji).

Odredivanje metabolomskih obrazaca i biomarkera u hipokampusu pacova koji: (a)
pokazuju ponasanje nalik depresivnom, indukovano stresom hroni¢ne socijalne izolacije |
(b) nakon hroni¢nog delovanja (3 nedelje) antidepresiva fluoksetina ili tianeptina u
hipokampusu kontrolnih pacova i pacova koji pokazuju ponasanje nalik depresivnom,

uzrokovanih izlaganjem stresu hroni¢ne socjalne izolacije.

Ispitivanje zavisnosti metabolomskih promena i promena ponasanja Zivotinja korelacijom
rezultata metabolomske studije i vremena imobilnosti u testu prinudnog plivanja, kao

merila stanja ocaja i jednog od aspekata ponasanja nalik depresivnom kod pacova.
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4. MATERIJAL | METODE

45



Doktorska disertacija

4.1. Zivotinje

Za potrebe ove disertacije koris¢eni su muzjaci odraslih pacova (lat. Ratus norvegicus) soja Wistar,
starosti 2 — 2,5 meseca i mase 250 - 300 g, uzgajani u vivarijumu Instituta za nuklearne nauke
,Vin¢a“ — Instituta od nacionalnog znacaja za Republiku Srbiju, Univerziteta u Beogradu,
Laboratorija za molekularnu biologiju i endokrinologiju (090). Zivotinje su uzgajane u
standardnim uslovima (22 £ 1 °C; vlaznost 55 + 10 %) uz 12 h dan/no¢ Svetlosni rezim i stalnu
dostupnost hrane i vode (komercijalna hrana za pacove). Rad sa laboratorijskim Zivotinjama bio
je u skladu sa eti¢kim normama i direktivama. Eti¢ku dozvolu za rad sa zivotinjama izdala je Eticka
komisija za upotrebu laboratorijskih zivotinja Instituta za nuklearne nauke ,,Vin¢a® — Instituta od
nacionalnog znacaja za Republiku Srbiju, Univerziteta u Beogradu, koja prati smernice ,,Srpskog
udruZenja za upotrebu Zivotinja u istrazivanju i obrazovanju® (engl. Serbian Laboratory Animal
Science Association, SLALA). Protokol studije odobren je od strane Ministarstva poljoprivrede,
Sumarstva i vodoprivrede — Uprava za veterinu, Eti¢ki komitet (dozvole 323-07-01893/2015-05 i
323-07-02256/2019-05).

4.2. Zivotinjski model depresije

Za uvodenje Zivotinja u ponaSanje nalik depresivnom, koris¢en je standardni model hroni¢ne
socijalne izolacije. Na pocetku eksperimenta, pacovi su podeljeni u dve jednake eksperimentalne
grupe: kontrolnu (K) i grupu Zivotinja podvrgnutih hroni¢noj socijalnoj izolaciji (I1S). Kontrolna
grupa zivotinja uzgajana je u standardnim uslovima, a zivotinje su bile rasporedene po kavezima
u grupama od tri do Cetiri jedinke. U grupi socijalno izolovanih Zivotinja, jedinke su pojedina¢no
smestane u kaveze, bez vizuelnog i taktilnog kontakta sa drugim jedinkama, ali uz normalna
auditorna i olfaktorna iskustva (Slika 20). Izmedu kaveza pojedina¢no rasporedenih Zivotinja

postavljane su kartonske pregrade.
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Slika 20. Uzgajanje kontrolne (A) i socijalno izolovane (B) grupe Zivotinja.

Za svaku proteomsku i metabolomsku analizu, kao i za validaciju uzoraka, pripremana je

nova serija Zivotinja prema navedenom protokolu.

4.3. Priprema rastvora lekova i njihova aplikacija

U eksperimentalnom radu kori$¢ene su tablete Flunisan (Hemofarm, VrSac), koje sadrze 20 mg
fluoksetin-hidrohlorida kao aktivne supstance, i tablete Coaxil (Servier d.0.0), koje sadrze 12,5 mg
tianeptin-natrijuma kao aktivne supstance. Tablete lekova su smrvljene do praskaste forme u
avanu, a zatim rastvorane u fizioloskom rastvoru (5 mg/mL) (1 tableta fluoksetina, odnosno
tianeptina, u 4 mL, odnosno 2,5 mL fiziolo§kog rastvora), Uz meSanje na magnetnoj mesalici (1
h). Rastvori su potom prebaceni u ultrazvuéno kupatilo (2 x 10 min), i naknadno procedeni kroz
filter papir (Whatman No. 42). Dodatnu sterilizaciju ekstrahovanog leka obezbedilo je cedenje
kroz Millex PES membranske filtere, veli¢ine pora 0.22 pum (Merck Millipore Ltd.). Rastvori
lekova su istom procedurom pripremani na svaka dva dana. Koncentracije fluoksetina (4,20
mg/mL) i tianeptina (3,94 mg/mL) u rastvoru odredene su primenom visoko efikasne tecne
hromatografije (HPLC) sa UV skeniraju¢im detektorom (PDA).171314

Sematski prikaz tretmana Zivotinja dat je na Slici 21. Prve tri nedelje eksperimenta, Zivotinje
nisu bile podvrgavane nikakvim tretmanima, osim merenja mase, koje je ponavljano od pocetka
do kraja eksperimenta na nedeljnom nivou. Druge tri nedelje eksperimenta, polovina Zivotinja iz
obe grupe je na dnevnom nivou dobijala intraperitonealne (i.p.) injekcije rastvora fluoksetina (15
mg/kg) ili tianeptina (10 mg/kg), dok je druga polovina bila tretirana injekcijama fizioloskog
rastvora (0,9 % NacCl) u trajanju od 21 dan.
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Slika 21. Sematski prikaz tretmana Zivotinja; K - kontrola, IS — socijalno izolacija, T
— tianeptin, F — fluoksetin.

Lekovi su ubrizgavani svakog dana od 09 - 12 h. Doze fluoksetina i tianeptina odabrane su
na osnovu literaturno dostupnih podataka o koncentracijama lekova u serumu pacijenata, uspesno
tretiranih lekovima koje sadrze fluoksetin i tianeptin kao aktivne supstance. Dobijena
koncentracija fluoksetina u serumu, nakon tri nedelje administracije i 24 h nakon poslednje doze,
odredena UPLC-MS metodom, bila je 280 £+ 29 ng/mL kod kontrolne grupe zivotinja, i 230 + 6
ng/mL kod hroni¢no socijalno izolovanih Zivotinja.!”* Zbirna doza fluoksetina i norfluoksetina u
plazmi, niza od 500 pg/L, se vezuje za pozitivnije terapeutske efekte leka, a pacijenti koji su
tretirani terapeutski delotvornim dozama Prozaka (20 - 80 mg dnevno) prema studijama su imali
zbirne koncentracije metabolita ispod 500 pg/L.'% U serumu tretiranih Zivotinja je LC-MS
metodom, nakon tri nedelje administracije i 24 h nakon poslednje doze, odredena koncentracija
tianeptina od 12 + 1,15 ng/mL, kod kontrolne grupe, i 13,40 + 0,81 ng/mL kod hroniéno socijalno
izolovanih Zivotinja.3'® Koncentracije lekova su pripremane tako da ukupna zapremina ubrizganog
rastvora bude oko 1 mL. Merenjem pacova na nedeljnom nivou radeno je prilagodavanje koli¢ine

apliciranog leka.

4.4, Testovi ponasanja

Za odredivanje uticaja hroni¢ne socijalne izolacije i hroni¢nog tretmana antidepresivima
primenjeni su testovi kojima se procenjuje ponasanje ponasanje pacova pre pocetka eksperimenta,
na kraju 3. i 6. nedelje eksperimenta. Merenje anhedonije, stanja o¢aja i anksioznosti, SU parametri

ponasanja kod pacova koji ukazuju na ponasanje nalik depresivnom i anksioznom.
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4.4.1. Saharozni test

Saharozni test se u Zivotinjskim modelima depresije Koristi za odredivanja anhedonije, jedne od
klju¢nih karakteristika depresivnog ponasanja.3'%3!7 Anhedonija se defini$e kao stanje smanjenja,
ili odsustva uzivanja i motivacije. Test se zasniva se na merenju zainteresovanosti pacova da piju
zasladen vodeni rastvor u jutarnjim ¢asovima, U periodu izmedu 10 - 11 h. Pojedina¢no smestenim
pacovima, bez pristupa hrani, stavljaju se na raspolaganje dve jednake, prethodno izmerene, flasice
tecnosti, od kojih jedna sadrzi obi¢nu vodu, a druga 2 % (w/v) rastvor saharoze (Slika 22A). Nakon
sat vremena meri se zapremina popijenih tecnosti, na osnovu kojih se izra¢unava procenat popijene

saharoze u odnosu na ukupnu zapreminu popijene te¢nosti.

4.4.2. Test zakopavanja klikera

Depresija je Cesto pracena pojavom ankzioznosti. Test zakopavanja klikera se koristi kao merilo
anksioznog ponaSanja kod pacova.’’® U kaveze sa pojedinatno smestenim Zivotinjama, bez
pristupa hrani i vodi, duz ivica kaveza, po povrsini piljevine, poreda se Sest staklenih Klikera
precnika 2,5 cm (Slika 22B). Nakon pola sata, odreduje se broj klikera koje je pacov sakrio ispod
piljevine. Broj sakrivenih klikera korelila sa anksiozno$¢u pacova. Testovi su izvodeni u jutarnjim

Casovima, u periodu izmedu 9 - 10 h.

4.4.3. Test prinudnog plivanja

Test prinudnog plivanja je jedan od najcesce koriS¢enih testova za odredivanje ponasanja nalik
depresiji, kojim se ispituje beznadezno ponasanje pacova, tj. stanje ocaja, a posebno za ispitivanje
antidepresivnih svojstava. Imobilnost koju pokazuju pacovi odrazava stanje niskog raspoloZenja i
bespomocnosti.>*® U providnom cilindru od pleksiglasa, napunjenom ¢esmenskom vodom (24 + 1
°C) do visine od 30 cm, kamerom je snimano ponaSanje pacova tokom 5 min (Slika 22C).
Odredivano je vreme tokom plivanja, plutanja i penjanja. Imobilnost podrazumeva odsustvo bilo
kakvog pokreta kod pacova, osim onog neophodnog za odrzavanje iznad nivoa vode. Plivanje
predstavlja voljne pokrete pacova uz angazovanje sve Cetiri $ape. Penjanje se karakteriSe kao
uzdizanje pacova uz zidove cilindra. S obzirom da predstavlja najinvazivniji od primenjenih
testova ponasanja, test prinudnog plivanja je raden poslednji, 24 h nakon saharoznog testa i testa

zakopavanja klikera.
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Slika 22. Testovi ponasanja, preferencija ka saharozi (A), test zakopavanja klikera
(B) i test prinudnog plivanja (C), izvodeni za odredivanje parametara koji ukazuju na

ponasanje nalik depresivnom ili anksioznom.

Kvantifikovanje je uradeno od strane dva eksperimentatora, bez uvida u primenjeni tretman
na ispitivanim pacovima. Rezultati su prikazani u sekundama i predstavljaju vreme koje je pacov,

u toku 15 min, proveo u nekom od navedena tri ponasanja.

4.5. Zrtvovanje pacova i izolovanje tkiva

Zivotinje su Zzrtvovane 24 h nakon poslednjeg tretmana lekom ili fizioloskim rastvorom. Pacovi su
prvobitno anestezirani i.p. ubrizgavanjem smeSe anestetika ketamina (100 mg/kg) i ksilazina (5
mg/kg) (Richter Pharma ag / Bioveta). Posle uzimanja krvi iz srca, pacovi su perfundovani
ohladenim fiziolo§kim rastvorom i dekapitovani pomocu giljotine (Harvard Apparatus, Holliston,
MA, SAD). Za §to krace vreme, izolovani su celi mozgovi pacova i potom celi hipokampusi (obe
hemisfere), koji su zamrznuti u te¢nom azotu. Hipokampusi kori§¢eni za proteomsku analizu
¢uvani su smrznuti do upotrebe na -20 °C. Hipokampusi upotrebljeni u metabolomskoj analizi su,
nakon zamrzavanja u te¢nom azotu, Smrvljeni u avanu na suvom ledu, i u praskastoj formi ¢uvani

na -80 °C do upotrebe.
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4.6. Priprema uzoraka, molekulske analize i validacije rezultata proteomske

analize

4.6.1. lzolovanje frakcija hipokampusa za LC x MS analizu stresirane i/ili fluoksetinom

tretirane grupe uzoraka

Priprema citosolnih i frakcija obogac¢enih NSM uradena je opisanom protokolu po Peter Dunkley-
ju, uz male izmene.®?° Po tri pulovana hipokampusa blago su homogenizovana u puferu (5 mM
Tris-HCI, pH 7,4; 0,25 M saharoza), koji je sadrzao proteazne inhibitore (1 tableta na 50 mL
rastvora) (cOmplete™, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail, Roche), sa 10 zaveslaja na 800
obrtaja/min, u Potter-Elvehjem staklo-teflon homogenizeru, na 4 °C. Centrifugiranjem na 1000 x
g tokom 10 min, odvajena su jedara. 1z supenatanta su u formi taloga, dobijenog centrifugiranjem
na 17 000 x g, tokom 15 min, odvajane frakcije mitohondrija, tj. frakcije koje sadrze sinaptozome
i NSM. Preostali supernatant, koji predstavlja citosolnu frakciju, je centrifugiranjem na 100 000 x
g, 60 min. (na 4 °C) prec¢is¢en od prisustva peroksizoma. Za odvajanje frakcije sinaptozoma i NSM
koriséen je Percoll gustinski gradijent (15 %, 24 % i 40 % (v/v)).3?! Gradijenti su centrifugirani na
30 700 x g, tokom 8 min, na 4 ° C, a potom su sakupljane frakcije sinaptozoma, na granici izmedu
15/25 %, i NSM, na granici izmedu 25/40 % gradijenta. Da bi se uklonio Percoll iz prikupljenih
frakcija, uradeno je ispiranje u deset zapremina homogenizacionog pufera, uz centrifugiranje na
14 000 x g, tokom 30 min, na 4 °C. Mitohondrije su resuspendovane u puferu (5 mM Tris-HCI pH
8,1, 0,5 mM EDTA) i lizirane u staklo-staklo homogenizeru. Procedura pre¢is¢avanja frakcija

jedara i sinaptozoma opisana je u narednom poglavlju.

4.6.2. lzolovanje frakcija hipokampusa za LC x MS analizu tianeptinom tretirane

grupe uzoraka

Postupak izolovanja Celijskih frakcija prikazan je na Slici 23. Za izolovanje Celijskih frakcija, celi
hipokampusi su homogenizovani u 5 mL hladnog (4 °C) homogenizacionog pufera (10 mM Tris-
HCI, pH 7,4; 0,25 M saharoza), koji je sadrzao proteazne inhibitore (1 tableta na 50 mL rastvora)
(cOmplete™, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail Roche), sa 10 zaveslaja na 800 obrtaja/min,
u Potter-Elvehjem staklo-teflon homogenizeru. Centrifugiranjem homogenata na 1 300 x g, 10
min, u talogu ostaju jedra (T1), dok je preostali supernatant (S1) koriS¢en za izolovanje citosola 1

mitohondrijalnih frakcija. Talog T1 je dodatno ispran u homogenizacionom puferu, pri istim
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uslovima. Isprani talog jedara je potom homogenizovan u puferu za lizu jedara (10 mM Tris -HCI,
pH 7,4; 0,25 M saharoza; 0,5 M NaCl), koji je sadrzao proteazne inhibitore, u staklo-staklo
homogenizeru 1 min, na ledu, a potom i dodatno homogenizovan, provlacenjem homogenata kroz
Spric i sterilnu medicinsku iglu 26G. Posle 1 h mesanja na 4 °C, homogenati jedara su

centrifugirani 30 min na 14 000 x g. Supernatanti predstavljaju jedarne frakcije.

hipokampus
homogenizacija u IM,
staklo-tefion
homogenat hipokampusa

1300 x g, 10 min

talog T1 supernatant S1
ispiranje 2x u IM, 19200 xg.
1300 x g, 10 min 15 min
talog T1 | |
liziranje nukleusa supernatant S2 talog T2 )
staklo-staklo, 1 min 100 000 x g, Percoll gradijent,
45 min 37000 x g, 15 min
inkubacija 1 h na .
mesalici, 4 °C r -
talog | citosol [
14000 x g, baciti | _ (superatant) | 15-25%
it 25-40 %
| {f—-—— I ____
talog . nukleus | supggna};(:;t S3 sup?gne;tsaor)ot S4
baciti | _ (supernatant) I (25- ) (15- )
_______ ispiranje 2x u IM, ispiranje 2x u IM,
20 000 x g, 20 min 20 000 x g, 20 min
talog T3 supernatant supernatant talog T4
homogenizacija u IM baciti baciti liziranje u puferu
staklo-staklo, 1 min ~zalizu
sinaptozoma
inkubvac(jalr 1 /z na 13000x g,
mesalici, 4 °C 30 min
" nesinapticke e
p I L _Sinaptozomi
L _mitohondrie _,  L-o==eeee -

Slika 23. Sematski prikaz izolovanja frakcija hipokampusa; IM — izolacioni medijum.

Supernatant S1 centrifugiran je na 19 200 x g, 15 min, kako bi se odvojio talog (T2), koji
sadrzi mitohondrijalnu i sinaptozomalnu frakciju. Dobijeni supernatant S2 je frakcija citosola, koja
je dodatno centrifugirana na 100 000 x g, 45 min, prilikom ¢ega su odvojeni peroksizomi, a
preostali supernatant je preciS¢ena citosolna frakcija.

Mitohondrije i sinaptozomi, koji se nalaze u talogu T2, razdvojeni su na Percoll (GE
Healthcare) gradijentu. Pripremani su gradijenti 40/25/15 %, koji su pazljivo nadslojavani u

epruvete, tako da ostane uocljiv prsten izmedu slojeva. Talog T2 je resuspendovan u 15 % Percoll-
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u, pre nadslojavanja u epruveti. Gradijenti su centrifugirani na 37 000 x g, 15 min. Skupljene su
frakcije NSM (S3) na granici izmedu 25 i 40 % Percoll-a, dok se na granici slojeva 15 i 25 %
Percoll-a nalaze sinaptozomi (S4).

Supernatanti S3 i S4 su isprani 2 puta u homogenizacionom puferu, i centrifugirani na 20
000 x g, 20 min, kako bi se uklonio Percoll. Dobijeni su talozi NSM (T3) i sinaptozoma (T4).
Talog T3 je rastvoren u izolacionom medijumu sa proteaznim inhibitorima i homogenizovan u
staklo-staklo homogenizeru, 1 min. Nakon 1 h inkubacije na mesalici na 4 °C, alikvoti su ¢uvani
u zamrzivacu do upotrebe. Talog sinaptozoma (T4) liziran je u puferu za lizu sinaptozoma (6 mM
Tris-HCI, pH 8,1), gde je pucanje membrana izvr§eno osmozom. Nakon centrifugiranja, na 13 300

x g, 30 min, izdvojeni su supernatanti, koji predstavljaju frakciju sinaptozoma.

4.6.3. Odredivanje koncentracije proteina u frakcijama hipokampusa

Koncentracije proteina u frakcijama hipokampusa odredene su mikro Lowry metodom.3?? U

Tabeli 1 je dat spisak rastvora kori$¢enih za odredivanje koncentracije proteina.

Tabela 1. Spisak rastvora kori§éenih za odredivanje koncentracije proteina.

Rastvor A 2 % Na,CO3z u 0,1 N NaOH (w/v) 2gu 100 mL
Rastvor B 1 % CuSO4 x 5H20 u miliQ H20 (w/v) 1gul00mL
Ractvor C Na—K tartarat u miliQ H20O 2 gul1l00mL
Rastvor D Rastvor A : Rastvor B : Ratsvor C = 1:1:50 (v/v/v)

Za pravljenje standardne prave, raspona od 0 do 1 mg/mL, iskoris¢en je govedi serum
albumin (engl. bovine serum albumin, BSA) (Sigma — Aldrich, A7638).

U mikroplejt sa 96 bunarcica, sipano je 250 pL rastvora D i dodavano je po 25 pL rastvora
BSA (koncentracija od 0 do 1 mg/mL), ili uzorka. RazblaZenja uzoraka su pravljena u miliQ H>O.
Uzorci su inkubarani u mikroplejtu 15 min na mesalici, nakon ¢ega je dodano po 25 pL ,,Folin &
Ciocalteu’s (Sigma-Aldrich, F9252) reagensa. Inkubacija je trajala od 30 - 45 min na Sejkeru, u

mraku, nakon &ega je merena apsorbancija na 650 nm, na VICTOR? WALLAC spektrofotometru.

4.6.4. Provera {istoée izolovanih frakcija hipokampusa ,,Western blot“ metodom

Za ispitivanje Cistoce izolovanih frakcija hipokampusa primenjena je ,,Western blot* metoda. Cilj

je bio da se, na osnovu specifi¢no lokalizovanih proteina, odredi uspe$nost frakcionisanja celija.
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4.6.4.1. Elektroforetsko razdvajanje proteina

Za razdvajanje proteina iskori$¢ena je denaturiSuca poliakrilamidna gel elektroforeza (engl.
sodium dodecyl sulphate—polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE). Koncentracije
proteina u uzorcima su ujedna¢ene pomoc¢u pufera (10 mM Tris-HCI, pH 7,4). Za pustanje na
elektroforezu, uzorci proteina jednakih koncentracija meSani su u srazmeri 1 : 5 (v/v) sa 5%
koncentrovanim puferom za pripremu uzoraka za SDS PAGE (engl. Laemmli Sample Buffer, LSB)
(60 mM Tris- HCI pH 6,8; 2 % SDS; 10 % glicerol; 5 % p-merkaptoetanol; 0,01 % bromfenol
plavo). Uzorci su inkubirani u LSB (60 s) na 90 °C, nakon ¢ega su ohladeni do sobne temperature
i nalivani (2 ug) u bunarcice pripremljenih gelova. Na svakom gelu nalivan je i proteinski marker
(5 pL) (PageRuler Plus Prestained Protein Ladder, Thermo Scientific, 26619).

Za SDS-PAGE pripremljeni su 5 % gel za koncentrovanje uzoraka, kao i 10 ili 12 % gelovi

za razdvajanje proteina (Tabela 2).

Tabela 2. Proracun za pripremu gelova za koncentrovanje i razdvajanje proteina.

Rastvori Zapremina
5 % gel za koncentrovanje  dH,0O 2,7 mL
1 M Tris pH 6,8 500 pL
30 % (w/v) akrilamid-bisakrilamid 670 uL
10 % (w/v) SDS 40 L
10 % (w/v) amonijum-persulfat 40 uL
Temed 4 uL
10/12 % gel za razdvajanje  dH,0O 4,0/3,3mL
1,5 M Tris pH 8,8 2,5mL
30 % (w/v) akrilamid-bisakrilamid 3,3/4,0mL
10 % (w/v) SDS 100 pL
10 % (w/v) amonijum-persulfat 100 pL
TEMED 4 pL

Za elektroforetsko razdvajanje proteina koriséen je ,,Mini-Protean® II Tetra Cell* sistem

(Bio-Rad). U kadicu za elektroforezu sipan je pufer za elektroforezu (0,025 M Tris; 0,192 M glicin;
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0,1 % SDS), pri ¢emu je do ulaska proteina u gel za razdvajanje primenjena struja konstantnog

napona od 100 V, a potom 120 V, na sobnoj temperaturi.

4.6.4.2. Imunoblot

Nakon elektroforeze, proteini sa gela su preneseni na poliviniliden difluorid (engl. polyvinylidene
fluoride, PVDF) membranu. Primenjen je mokri transfer (Mini Trans-Blot®, Bio-Rad) za prenos
proteina. U kadicu napunjenu puferom za transfer (0,025 M Tris pH 8,3; 0,129 M glicin; 20 %
metanol) stavljeni su sendvic¢i sa membranama; transfer proteina je trajao 80 — 90 min, pri struji
konstantne ja¢ine od 150 mA.

Po zavrSenom transferu, membrane su blokirane 1 h na sobnoj temperaturi u puferu za
blokiranje (5 % rastvor nemasnog mleka u prahu, ili 5 % BSA u TBST puferu (0,020 M Tris pH
7,6; 0,9 % NaCl; 0,1 % Tween-20)). Nakon blokiranja, membrane su isprane tri puta u TBST-u, a
potom inkubirane tokom no¢i na 4 °C sa primarnim antitelima za detekciju proteina od interesa. U

Tabeli 3 dat je spisak kori$¢enih primarnih antitela za detekciju proteina.

Tabela 3. Primarna antitela kori§¢ena u analizi Cistoée frakcija Western blot metodom

Antitelo Proizvodac Kataloski br. = Razblazenje u TBST-u (v/v)
anti — TBP Abcam ab51841 1:1000
anti — SYP Santa Cruz sc-9116 1:30000
anti — COX-1V Cell Signalling 4850 1:3000
anti — a-tubulin Santa Cruz sc-8035 1:1000
anti — B-actin Santa Cruz Sc-47778 1:3000

Posle inkubacije sa primarnim antitelima, membrane su isprane u TBST-u (3 x 15 min), a

zatim inkubirane 1 - 2 h sa sekundarnim antitelima (Tabela 4).

Tabela 4. Sekundarna antitela koris¢ena za detekciju proteina od interesa

Antitelo Proizvodac Kataloski br. Razblazenje u TBST-u (v/v)
anti — ze¢ja HRP

: . Sigma-Aldrich A5316, A9169 1:30 000
konjugovana antitela
antl - ze¢ja HRP Santa Cruz 5¢-2004 1:3000
konjugovana antitela
antl = misja HRP Sigma-Aldrich A9917 1:30 000

konjugovana antitela
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Nakon finalnog ispiranja membrana u TBST-u (3 x15 min), detektovani su antigen-antitelo
kompleksi, uz pomoé¢ hemiluminiscentnog supstrata konjugovanog za peroksidazu (Immobilion™
Western Chemiluminescent HRP supstrate) (Millipore Corporation, U.S.A.), dok je vizualizacija
I kvantifikacija proteinskih traka uradena na Chemidoc MP System-u (Bio-Rad), i uz pomo¢
propratnog Image Lab 5.0 softvera (Bio-Rad). Rezultati kvantifikacije traka normalizovani su

prema kvantifikovanim trakama za B-aktin u istom bunarcicu.

4.6.5. Elektroforeza, digestija proteina i masena spektrometrija (LTQ — Orbitrap)

Proteomska analiza pripremljenih citosolnih frakcija i frakcija NSM uradeni su na Institutu za
klinicku hemiju, Medicinskog fakulteta Manhajm, Univerziteta u Hajdelbergu, Univerzitetske
klinike Manhajm, Nemacka, na osnovu nau¢ne saradnje iz 2015. godine, izmedu dr Dragane
Filipovi¢ i prof. dr Peter Findeisen-a, a koja je finansirana tromese¢nim boravkom dr Filipovi¢ u
2017. godini, od strane ,,Nemacke sluzbe za akademsku razmenu® (Deutscher Akademischer
Austauschdienst, DAAD).

Objasnjenje protokola i parametara HPLC analize kupolovane sa LTQ-Orbitrap XL MS

sistemom dato je u publikacijama,34323.324

4.6.6. Provera rezultata proteomske analize

Validacija rezultata proteomske analize uradena je pomoc¢u Western blot metode 1
imunohistohemijskom i imunofluorescentnom detekcijom proteina u dorzalnom delu

hipokampusa.

2.6.2.4.,,Western blot“
Procedura Western blot metode opisana je u poglavlju 4.6.4. Za elektroforetsko razdvajanje
proteina napravljeni su 10 ili 12 % gelovi za razdvajanje proteina, a koli¢ina nano$enih proteina
na gelove je bila u opsegu 25 — 35 pg. Odabir antitela za validaciju zavisio je od uo¢enih promena
u ekspresiji proteina, zna¢aja biohemijskog puta koji je narusen, kao i dostupnosti antitela. Spisak

proteina koji su validirani dat je u Tabeli 5.
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Tabela 5. Antitela za validaciju proteina Western blot metodom.

Antitelo Proizvodac Kataloski br. Razblazenje u TBST-u (V/v)
anti - Calretinin Swant 7697 1:2000
anti - CuzZn SOD Enzo ADI-SOD-100-D 1:1000
anti — Calbindin Sigma-Aldrich C-9848 1:1500
anti — GAPDH Santa Cruz sc-137179 1:500
anti — Proteasome a3 Santa Cruz sc-166205 1:500
anti — ATP synthase Sa Santa Cruz sc-136178 1:500
anti — VDACL1 Santa Cruz sc-390996 1:500
anti — p-actin Santa Cruz sc-1616-R 1:3000

Spisak sekundarnih antitela dat je u Tabeli 4.

2.6.2.5. Imunohistohemija

Zivotinje koris¢ene za validaciju rezultata proteomske analize, metodom imunohistohemije, su
pripremane na isti na¢in koji je objasnjen u poglavljima 4.2. i 4.3. Nakon dekapitacije, celi

mozgovi pacova su izolovani i fiksirani 24 h u 4 % paraformaldehidu (PFA) u 0,1M PBS-u.

2.6.2.5.1. Imunofluorescentna detekcija

Za detekciju HSP 90 primenjena je ,,freeze section” metoda imunodetekcije. Celi mozgovi su iz 4
% PFA, nakon 24 h, prebaceni u rastvore saharoze (10, 20 i 30 % saharoza u 0,1M PBS-u, po 24
h u svakom rastvoru). Mozgovi su potom smrznuti u izopentanu ohladenom u te¢nom azotu i
naknadno seceni na kronalne preseke debljine 15 pum, pomocu kriokata (Leica 1860, USA).
Koronarni preseci dorzalnog hipokampusa su izabrani prema atlasu mozga pacova (Bregma 3,12
to 3,60 mm).3?° Preseci su isprani u PBS-u tri puta, blokirani 1 h u rastvoru 4 % NDS i 0,2 %
Triton X-100 u TBS-u. Nakon toga, preseci su tokom no¢i na 4 °C inkubirani sa primarnim
antitelima (anti-HSP 90 a/b, sc-13119, 1:200), pripremljenim u bloking rastvoru. Inkubacija sa
sekundarnim antitelima (Alexa Fluor donkey anti mouse 555, Life Technologies, A-31570) (1:400
u 4 % NDS u Tris Triton) je trajala 1 h na sobnoj temperaturi. Bojenje jedara je uradeno pomocu
4’-6-diamidino-2-fenilindola (DAPI), nakon ¢ega su preseci zalepljeni na plocice, pomocu ,,Dako
Fluorescent Mounting Medium* (Dako, USA). Slike su snimljene na Olympus BX51
fluorescentnom mikroskopu (Applied Imaging Corporation, USA). Kvantifikacija proteina je
uradena denzitometrijskom metodom, uz pomo¢ Image] Software (verzija 1.51u). Za uvid u

distribucija proteina prema subregionu, primenjeno je razgrani¢enje CA2 subregiona, pomocu
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anti-Purkinje cell protein 4 (PCP-4) (Sigma, HPA005792) (1:200 in 4 % NDS u Tris-Triton), koje
je detektovano Alexa Fluor donkey anti-rabbit 488 sekundarnim antitelom (Life Technologies, A-
21206) (1:200 u 4 % NDS u Tris-Triton).

2.6.2.5.2. Imunohistohemijska detekcija pomocéu 3, 3’-diaminobenzidin-a (DAB-a)

Za DAB bojenje, mozgovi su, nakon 24 h inkubacije u 4 % PFA, prebaceni u 0,4 % rastvor PFA
u PBS-u. Koronarni preseci debljine 40 mm su dobijeni secenjem na vibratomu (VT 100 S; Leica
Bensheim, Germany). Nakon tri ispiranja (0,05 % Triton X-100, pH 7,4 u PBS-u), preseci su
tretirani 0,6 % rastvorom vodonik-peroksida (Sigma-Aldrich, H1009) 30 min, a nakon toga
inkubirani 1 h u rastvoru za blokiranje (2 % NDS, 0,2 % Triton X-100 u PBS-u). Inkubacija sa
primarnim antitelima (Tabela 6) trajala je tokom no¢i na 4 °C, nakon ¢ega je pracena inkubacijom
sa odgovaraju¢im sekundarnim antitelima (goat anti-mouse biotinylated IgG, Jackson Immuno
Research, BA9200) tokom 2 h na sobnoj temperaturi i, dodatno, inkubacijom 20 min u avidin-
biotilizovana peroksidaza kompleksu (ABC kit, Vector Laboratories, PK-6101). Kompleksi su
detektovani bojenjem pomoéu DAB-a (Sigma-Aldrich, D5637), sa 0,01 % rastvorom-vodonik
peroksida. Preseci su zalepljeni na zelatinizirane ploc¢ice i prekrivene Eukit medijumom. Za
razgranicavanje CA2 regiona je i ovde koris¢en anti-PCP-4 (Sigma-Aldrich, HPA005792) (1:100
u 6 % NDS u Tris-Triton-u), detektovano pomoc¢u goat anti-rabbit 1gG biotinilizovanog antitela
(Vector Laboratories, 1:300 u 10 % NDS u PBS). Slike su snimljene pomoc¢u Olympus BX53
mikroskopa opremljenog kamerom Olympus DP26.

Tabela 6. Spisak antitela validiranih primenom imuhistohemijske / imunofluorescentne detekcije

proteina.

Antitelo Proizvodac Kataloski br.  Razblazenje (V/V) Metoda
anti — HSP 90 Santa Cruz sc-13119 1:50 IF
anti — HSP 60 Santa Cruz sc-59567 1:50 IH
anti — MAOA Santa Cruz sc-271123 1:50 IH
anti— PDH Ela  Santa Cruz sc-377092 1:50 IH
anti - Calbindin  Sigma-Aldrich C9848 1:1000 IH
anti — PCP4 Sigma-Aldrich HPA005792 1:200 IF/IH
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4.7. Metabolomska analiza

4.7.1. lzolovanje i derivatizacija metabolita iz hipokampusa pacova

Tkivo hipokampusa je, nakon smrzavanja u teCnom azotu, spraSeno pomocu avana i tucka
(CellCrusher tissue pulverizer, DD Biolab S.L, Spain) na 4 °C. Za izolovanje metabolita iz
sprasenog tkiva hipokampusa, 40 mg tkiva je pomesano sa 1 mL ohladene i degasirane smese
rastvarac¢a hloroform: metanol: miliQ H20O, u odnosu 2:5:2 (v/v/v). Za potrebe normalizacije
rezultata, u smesu je potom dodato po 5 puL (10 mg/mL) deuterisanog internog standarda L-alanina
(L-alanin-d4, ChemCruz, sc-480386). Tkivo je potom inkubirano pola sata na sobnoj temperaturi,
uz intenzivno vorteksovanje. Nakon 30 min, uzorci su centrifugirani u mikrocentrifugi (Sigma 1-
14K)na 13000 x gi4 °C, 10 min. U talogu se nalaze odvojeni proteini, dok supernatant predstavlja
izolat metabolita. Uzorkovano je po 900 pL supernatanta u staklene vijale sa zatvara¢em, nakon
¢ega je rastvor uparen do suva uz pomo¢ gasovitog azota.

Za razdvajanje metabolita gasnom hromatografijom, uradena je derivatizacija iz dva koraka.
U prvom koraku metaboliti su metoksilovani pomoc¢u 50 pL metoksiamin-hidrohlorida (Sigma-
Aldrich, 226904), rastvorenog u piridinu (30 mg/mL) (Sigma-Aldrich, 270970), uz inkubaciju na
37 °C 1 h. U drugom koraku derivatizacije, metaboliti su silanizovani uz dodatak 200 pL reagensa
za silanizaciju (BSTFA sa 1 % TMCS) (Sigma-Aldrich, 15238) i inkubaciju 2 h na 60 °C. Nakon

hladena do sobne temperature, uzorci su pustani na GC x GC — MS analizu.

4.7.2. GC x GC - MS analiza

Derivatizovani uzorci metabolita hipokampusa pacova analizirani su pomo¢u GCMS-QP2010
Ultra (Shimadzu, Kyoto, Japan) (Slika 24), sveobuhvatne dvodimenzionalne GC (GC x GC), uz
detekciju kvadrupolnim masenim spektrometrom sa Zxa toplotnim sistemom modulacije (Zoex

Corp.).

Kao prva kolona koris¢ena je RtxR-1 (RESTEK, CrossbondR 100 % dimetil-polisiloksan,
30 m, 0,25 mm ID, df = 0,25 um), a kao druga BPX50 (SGE Analytical Science, 1 m, 0,1 mm ID,
df = 0,1 pum). SilTite uUnions (SGE Analytical Science) su kori$¢ene za povezivanje kolona.

Uzorci su injektovani pri temperaturi od 280 °C u 1:10 split modu.

59



Doktorska disertacija

Slika 24. GC x GC - MS (GCMS-
QP2010 Ultra (Shimadzu, Kyoto, Japan),
koriS¢en za sveobuhvatnu metabolomsku
analizu uzoraka hipokampusa (Univerzitet
u Beogradu - Hemijski fakultet, lab. 637).

Rerna je programirana na 2 min pocetne temperature od 50 °C, uz postepeno dizanje
temperature od 5 °C min™ do 300 °C, sa vremenom zadrike na maksimalnoj temperaturi u trajanju
od 5 min. Modulacioni period je bio podesen na 6 s. Opseg skeniranja masa je bio podesen na 40
— 500 m/z. Primenjeni maseni opseg <500 Da pokriva lipide, aminokiseline, masne kiseline,
amine, alkohole, Seéere, SeCerne alkohole, organske fosfate, aromati¢na jedinjenja, purine, sterole
kao metoksime i silanizovane derivate. *2° Za odredivanje retencionih vremena kori$¢ena je smesa
zasi¢enih alkana Cio - Cos U heksanu.

Dobijeni hromatogrami analizirani su u GCImage R2.8 (GClmage LLC) softveru, dok su

komponente identifikovane poredenjem sa spektrima jedinjenja dostupnim u NIST bazi podataka.

4.8. Statisticka obrada podataka

Statisticka obrada dobijenih podataka uradena je u programima Statistika 10/12 i SPSS. Testovi
ponasanja dobijeni SP i FST testovima, koji su pokazali normalnu distribuciju podataka i jednake
varijable, analizirani su pomoc¢u analize varijanse (engl. analysis of variance, ANOVA) sa
ponovljenim merenjem (eng,. repeated-measures, RM), za tri ponovljena merenja za tri vremenske
tacke, i1 dva nezavisna parametra, stres i tretman lekom (fluoksetin ili tianeptin), pra¢ena Duncan
post-hoc testom za analizu statistiCke znacajnosti izmedu ispitivanih grupa. Za analizu rezultata
koji nemaju normalnu distribuciju i/ili jednaku varijabilnost, raden je neparametarski test Kruskal-
Wallis. Za statisticku analizu rezultata dobijenih Western blot i imunohistohemijskim metodama
primenjena je jednofaktorska ili dvofaktorska ANOVA, pracena Duncan post-hoc testom.
StatistiCka znac¢ajnost je indikovana za p < 0,05, p < 0,01 i p < 0,001. Rezultati su prikazani kao

srednja vrednost + standardna greska srednje vrednosti (engl. standard error of the mean, SEM).
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Rezultati proteomske analize su obradeni primenom ,,online* dostupnih platformi Blast2go
(https://www.blast2go.com/) i/ili ,,STRING* (https://string-db.org/),3?” koje su deregulacije

proteina analizirali na nivou interaktomiksa, odnosno, specifi¢nih interakcija izmedu proteina, i
ukazali na moguée znacajne bioloske procese. Bioinformaticka obrada deregulisanih proteina
radena je na osnovu UniProt knowledgebase (KB) identifikacionih (ID) brojeva proteina i

dostupnih fasta sekvenci proteina (https://www.uniprot.org/). Takode, na osnovu KEGG (engl.

Kyoto Encyclopedia of Genes and genomes) baze podataka, oznaceni su moguce izmenjeni
biohemijski putevi. Proteini i peptidi identifikovani na osnovu samo jednog preklopljenog i/ili
jedinstvenog peptida izbaceni su iz dalje analize.

Za analizu rezultata metabolomske studije primenjena je kombinacija univarijantne analize,
tj. jednofaktorske ANOVA-e i multivarijantne analize PCA i PLS-DA. Statisticka znac¢ajanost za
univarijantnu analizu metabolomskih podataka je odredena za p < 0,05. Metabolomski podaci
analizirani  su  pomocu  ,online“  dostupnog  softvera = MetaboAnalyst 5.0

(https://www.metaboanalyst.ca/).3'3328 U analizu su bile ukljuene sve promenljive koje nisu

imale viSe od jednog neidentifikovanog metabolita unutar poredenih grupa. Vrednosti koje
nedostaju unutar grupe dodate su na osnovu srednje vrednosti unutar iste grupe. Logaritamskom
transformacijom vrednosti su optimizovane za parametarske analize, dok je skaliranje
izostavljeno, zbog male brojnosti obucavaju¢eg skupa. PCA i PLS-DA omogucavaju
prepoznavanje klasnih razlika na osnovu multivarijantnog seta podataka, na nacin da identifikuju
kombinaciju promenljivih koje omogucavaju klasno razdvajanje.’** Za odredivanje kvaliteta i
pouzdanosti modela primenjena je unutra$nja ukrStena validacija (engl. internal cross-
validation).304329330 Dobijeni parametri, Q% and R?, su merilo kvaliteta fitovanja i prediktivnosti
modela. Potencijalni biomarkeri detektovani su na osnovu “Variable influence on the projection”
(VIP) vrednosti, koja je zasnovana na prepoznavanju promenljivih koje najvise doprinose klasnom
razdvajanju na osnovu izgradenih metabolomskih profila poredenih grupa. Metabolomski podaci
su, takode, analizirani primenom algoritma klasifikovanja, zasnovanog na principu masinskog
uéenja, “Random forest” (RF),%!° gde se kao metabolit sa najve¢im doprinosom grupisanju
odreduje na osnovu “Mean decrease accuracy” vrednosti. Kvalitet algoritma za klasifikovanje
izrazava Se na osnovu procenjene ,,out-0of-bag* (OOB) greske, koja je merilo snage i korelacije

promenljivih.
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5. REZULTATI
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5.1. Testovi ponasanja

5.1.1. Saharozni test

Saharozni test je koriS¢en za ispitivanje anhedoni¢nog ponaSanja (odrednica ponaSanja nalik
depresivhom) kod socijalno izolovanih Zivotinja, kao i za proveru efikasnosti antidepresiva da
neutraliSu ovaj efekat, sto je sluzilo kao parametar za grupisanje zivotinja i za proteomsku analizu.
Pad preferencije ka saharozi korelira sa anhedonijom.

Rezultati saharoznog testa uradenog za odabir pacova iz grupe Zivotinja tretiranih
fluoksetinom dostupni su u radu Peri¢ i sar.*** Rezultati pokazuju da je socijalna izolacija, u
trajanju od tri i Sest nedelja, izazvala anhedoniju kod pacova, ukazuju¢i na stanje nalik
depresivnom, dok je fluoksetin uspesno obrnuo ovaj uticaj, pokazujuci antidepresivnu efikasnost,
bez uticaja na kontrolnu grupu Zivotinja.

Rezultati saharoznog testa uradenog za odabir pacova iz grupe zivotinja tretiranih

tianeptinom prikazani su na Slici 25.
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Slika 25. Graficki prikaz rezultata saharoznog testa, kontrolni i hroni¢no izolovani

pacovi, nakon hroni¢nog tretmana fizioloskim rastvorom ili tianeptinom. Broj

Zivotinja po grupi n =5 - 6. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost £ SEM.

ANOVA sa ponovljenim merenjem je pokazala znacajan efekat kombinovanog delovanja IS
x vreme (F2.36=8,30; p<0,001), tianeptin x vreme (F23s=4,44; p<0,01) i IS x tianeptin x vreme
(F2.36=6,35; p<0,01).

,,Post-hoc* Duncan-ov test je pokazao znacajne razlike izmedu: 1S (3. nedelje) vs. IS (0.
nedelja), “p<0,01; IS (6. nedelja) vs. IS (0. nedelja), ““p<0,001; IST (3. nedelja) vs. IST (0.
p<0,001; IST (6. nedelja) vs. IST (3. nedelja), ~“p<0,001; IS (3. nedelja) vs. K (3.

kK

nedelja),
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nedelja), "p<0,05; IS (6. nedelja) vs. K (6. nedelja), “"p<0,001; IST (6. nedelja) vs. IS (6. nedelja),
###p<0,001.

Smanjenje SP vrednosti, nakon tri nedelje socijalne izolacije, ukazalo je na prisustvo stanja
anhedonije kod stresiranih pacova. Sa druge strane, tianeptin je vratio SP vrednosti kod stresiranih
zivotinja, pokazujuci antidepresivnu efikasnost, dok je kod kontrolnih zivotinja zadrzao vrednosti

na pocetnom nivou.

5.1.2. Test zakopavanja klikera

Porast broja zakopanih klikera korelila sa anksioznim ponasanjem kod zivotinja.

Rezultati testa zakopavanja klikera uradenog za odabir pacova iz grupe Zivotinja tretiranih
fluoksetinom dostupni su u radu Peri¢ i sar.®?* Tri nedelje socijalne izolacije je uticalo anksiogeno
na pacove, posto je doslo do povecéanja broja zakopanih klikera (" p<0,001), dok je tretman
fluoksetin imao preventivni uticaj, odnosno obrnuo je efekat socijalne izolacije. Ujedno, sudeéi
prema broju zakopanih Kklikera, fluoksetin nije imao anksiozni uticaj na kontrolnu grupu zivotinja.

Rezultati testa zakopavanja klikera, uradenog za odabir pacova iz grupe zivotinja tretiranih

tianeptinom, prikazani su na Slici 26.
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Slika 26. Graficki prikaz rezultata testa zakopavanja klikera: kontrolna grupa i

hroni¢no izolovani pacovi nakon hroni¢nog tretmana fizioloskim rastvorom ili

tianeptinom. Broj Zivotinja po grupi n = 5 - 6. Rezultati su prikazani kao srednja

vrednost £ SEM.

S obzirom da rezultati testa zakopavanja klikera nisu pokazali normalnu distribuciju prema
Shapiro-Wilk testu, i jednake varijanse prema Levan testu, ovi podaci su statisticki analizirani

pomocu neparametarske analize varijanse, uz pomo¢ Kruskal-Wallis testa.
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MB rezultati su analizirani pomoc¢u neparametarske ANOVA metode (Kruskal-Wallis test),
kojom je odbacena nulta hipoteza jednake raspodele podataka u trecoj (H (3)=10,31; P=0,016) i
Sestoj nedelji (H (3)=13,68; P=0,003). Tri i Sest nedelja socijalne izolacije je statisti¢ki znacajno
povecalo broj zakopanih klikera ("p=0,022 i ““p=0,001, respektivno), u odnosu na kontrolne
zivotinje. Sa druge strane, tretman tianeptinom je spreCio povecanje broja zakopanih klikera u

poredenju sa grupom stresiranih Zivotinja tretiranih fiziologkim rastvorom "p=0,045.

5.1.3. Test prinudnog plivanja

Test prinudnog plivanja je koris¢en za selekciju Zivotinja za metabolomsku analizu, koji su kasnije
iskori$¢eni za korelaciju sa rezultatima metabolomske analize. Pra¢enjem promene imobilnosti,
pacovi su grupisani u Sest razli¢itih eksperimentalnih grupa: K, KT, KF, IS, IST i ISF.

Rezultati testa prinudnog plivanja za odabir pacova iz grupe zivotinja tretiranih
fluoksetinom, namenjenih za metabolomsku analizu hipokampusa pacova prikazani su na Slici 27.

ANOVA sa ponovljenim merenjem je za rezultate imobilnosti pokazala znacajne efekte
vremena (F236=11,79; p<0,001), kao i kombinovanog delovanja vreme x IS (F236=15,60;
p<0.001), vreme x Flu (F2.36=10,53; p<0,001) i vreme x IS x fluoksetin (F2.36=4,02; p<0,05). Tri i
Sest nedelja socijalne izolacije su statisticki znacajno povecali vreme imobilnosti kod pacova

ek

("p<0,001), dok je fluoksetin pokazao antidepresivni ucinak, vrativsi vreme ispod kontrolnog

ZAVAVAN

nivoa (*"'p<0,001). Fluoksetin je takode smanjio imobilnost kontrolnih pacova ("p<0,05).
ANOVA sa ponovljenim merenjem je za rezultate plivanja pokazala znacajne efekte
vremena (F2.36=13,76; p<0,001), kao i kombinovanog delovanja vreme x IS (F2.36=13,10; p<0,001)
i vreme x IS x fluoksetin (F2.36=4,82; p<0,01). Sest nedelja je kod obe grupe kontrolnih pacova
rezultovalo pove¢anjem vremena plivanja (" p<0,01), dok je socijalna izolacija imala uticaj na pad

KKKk

vremena plivanja (""p<0,001), §to je normalizovano tretmanom fluoksetina (*'p<0,001).

Kod ponasanja penjanja, ANOVA je pkazala znacajne glavne efekte vremena (F2.3s=14,21;
p<0,001) i kombinovanog delovanja vreme x fluoksetin (F2.3s=4,39; p<0,05). Grupe pacova
tretirane fizioloskim ratsvorom, K i IS, pokazale su pad u vremenu penjanja nakon tri nedelje

tretmana (7"p<0,001 i "p<0,05, redom), 3to sugerise na zastitni efekat fluoksetina vezan za

mehanizme penjanja.
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Slika 27. Graficki prikaz rezultata testa prinudnog plivanja, nakon hroni¢ne socijalne
izolacije i/ili nakon hroni¢nog tretmana fluoksetinom. Broj Zivotinja po grupin =5 -
6. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM.

Rezultati testa prinudnog plivanja, za odabir pacova iz grupe zZivotinja tretiranih tianeptinom
namenjenih za metabolomsku analizu hipokampusa pacova, prikazani su na Slici 28.

Analizom rezultata imobilnosti, ANOVA je pokazala znacajan glavni efekat vremena
(F2.40=10,05; p<0,001), kombinovanog delovanja vreme x IS (F2.40=8,64; p<0,001) i vreme x IS x
tianeptin (F2.40=5,65; p<0,01). Imobilnost je statisticki znacajno porasla kod socijalno izolovanih
Zivotinja nakon trece i $este nedelje (" p<0,001), dok je tianeptin pokazao antidepresivni efekat,
smanjenjem imobilnosti (*'p<0,01).

Takode, ANOVA je pokazala znacajne efekte vremena (F2.40=5,89; p<0,001; F240=27,55;
p<0,001) i kombinovanog delovanja vreme x IS (F2.40=10,52; p<0,001; F240=8,91; p<0,001) na
ponasanje plivanja i penjanja, redom. Bez obzira na tretman, kontrolne grupe pacova pokazale su

smanjenje vremena penjanja ( p<0,001) na kraju eksperimenta, u poredenu sa pocetnim

vrednostima. Sa druge strane, kontrolna grupa je povecala, a stresirana smanjila, vreme plivanja
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posle $este nedelja ("'p<0,01). Pad vremena plivanja se uodava i kod stresiranih Zivotinja nakon

trece i Seste nedelje ("p<0,05), a nakon 3este nedelja uo¢ava se pad u vremenu penjanja (' p<0,05).
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Slika 28. Graficki prikaz rezultata testa prinudnog plivanja, nakon hroni¢ne socijalne
izolacije i/ili nakon hroni¢nog tretmana tianeptinom. Broj zivotinja po grupi n = 6.
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM.

5.2. Provera Cistoée frakcija hipokampusa

Western blot metoda je upotrebljena u svrhu provere relativne Cistoée izolovanih ¢elijskih frakcija
hipokampusa. Uradena je imunoreaktivna detekcija specifi¢no lokalizovanih proteina u citosolu,
jedru (Nuk), NSM i sinaptozomalnoj frakciji (Sin).

Distribucija proteina pokazala je relativnu Ccistocu izolovanih frakcija. Specifi¢no
lokalizovana subjedinica IV citohrom c oksidaze (engl. cytochrome ¢ oxidase subunit 4, COX V)
detektovana je samo u frakciji NSM, sto je bilo dokaz o¢uvanosti ovog tipa mitohondrija u procesu
izolovanja, u oba eksperimenta (Slike 29 i 30). Sinaptofizin (engl. synaptophysin, SYP) je,

ocekivano, uocen najve¢im delom u frakciji sinaptozoma u oba eksperimenta.
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C NSM Nuk Sin Slika 29. Provera Ccistoce izolovanih
frakcija hipokampusa pacova, namenjenih
38-48 kDa " S SYP Ja hipofampisa p J
za proteomsku analizu uzoraka grupe
zivotinja podvrgnutih tretmanu
17 kDa - COX 1V  fluoksetinom.

42 kDo | (- actin

U drugoj seriji pripreme uzoraka je, pored COX IV i SYP, koris¢en TATA-vezujuci protein
(engl. TATA-binding protein, TBP) kao jedarni marker, koji je dokazao adekvatno odvajanje i ove
frakcije, dok je a—tubulin, marker citosolne frakcije, pokazao adekvatnu preciS¢enost drugih

frakcija od citosolnih proteina (Slika 30).

C Nuk NSM Sin Slika 30. Provera C¢isto¢e izolovanih
38 kDa TBP frakcija hipokampusa pacova, namenjenih
. ‘ za proteomsku analizu uzoraka grupe
38-48 kDa bt : SYP Zivotinja podvrgnutih tretmanu
17 kDa -— cox v lianeptinom.
55kDa G w—— a-tubulin
42 KDa we— o - B-actin

Na osnovu dobijenih rezultata, zakljuceno je da je procedura izolovanja rezultovala

dobijanjem relativno ¢istih celijskih frakcija, pogodnih za dalji rad.

5.3. Rezultati proteomske analiza hipokampusa

5.3.1. Proteomska analiza citosolnih frakcija

Rezultati proteomske analize prikazani su na osnovu ranije podeSene vrednosti p<0,01 za
identifikaciju peptida i p<0,05 za proteine. Samo proteini ¢iji je odnos promene, odreden
proteomskom analizom, bio veci od 1,5 ili manji od 0,8, bili su predmet dalje analize i diskusije.

Proteomska analiza hroni¢no socijalno izolovanih Zivotinja pokazala je deregulaciju

citosolnih proteina, koji su najve¢im delom imali smanjenu ekspresiju (Tabela 6).
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Tabela 6. Lista deregulisanih citosolnih proteina kod hroni¢no socijalno izolovanih Zivotinja

(IS vs. K).
UniProt_KB Proteini prekllc?p:ijenih jedinEtr\}enih Nivo
pristupni br. neptida peptida promene
D3ZAN1 Type | inositol 3 4-bisphosphate 4-phosphatase 2 2 11,1
Q6IN22 Cathepsin B 3 3 3,6
QoQVvCs Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP4 6 6 3,3
Q99JD4 CLIP-associating protein 2 6 6 2,5
Q6P6VO Glucose-6-phosphate isomerase 34 34 2,5
P17425 Hydroxymethylglutaryl-CoA synthase, cytoplasmic 5 5 2,3
QUAAGZ oL P comin-containing proein 1 2 2 19
Q9JHLA4-3 Isoform 3 of Drebrin-like protein 6 6 1,9
Q62634 Vesicular glutamate transporter 1 3 3 1,9
Q8CH85 Soluble guanylyl cyclase beta 1 subunit 2 2 1,9
AOAOG2JWE1 Myosin light polypeptide 6 2 2 1,8
Q80U96 Exportin-1 19 19 1,8
Q6PEC1 Tubulin-specific chaperone A 3 3 1,7
D3zQG6 Tripartite motif-containing protein 2 3 3 1,7
D3ZX38 Prefoldin 1 (Predicted) 2 1,7
P62815 V-type proton ATPase subunit B, brain isoform 25 25 1,7
Al1L1)8 Protein Rab5b 4 3 1,7
AOA0G2K542  Protein Ugp2 6 6 1,6
AOAO0G2JWAS3  Protein Xpo7 3 3 1,6
Q5XIM9 T-complex protein 1 subunit beta 13 13 1,6
P18420 Proteasome subunit alpha type-1 4 4 1,6
D3ZAl6 Protein Nt5dc3 5 5 1,6
P62198 26S protease regulatory subunit 8 2 2 1,5
G3V7U2 Microtubule-associated protein 1 A isoform CRA_c 20 18 15
Q5PPJ9 Endophilin-B2 2 2 1,5
Proteini smanjene ekspresije
AOAOG2K9L2 ' Protein Tom1l2 9 9 0,7
P11980 Pyruvate kinase PKM 52 4 0,7
D4A435 Protein Icam5 11 11 0,7
G3V758 Contactin 2 2 2 0,7
Q5BJU7 Wiskott-Aldrich syndrome protein family member 1 5 5 0,7
P11348 Dihydropteridine reductase 10 10 0,6
AlL122 NEDDS activating enzyme E1 subunit 1 5 5 0,6
D3Z955 Protein Pgm211 11 11 0,6
D3ZHB7 Protein Ube3c 5 5 0,6
D4A3Z3 Protein Thcl1d24 7 7 0,6
D3zDT1 Protein Epb41I12 28 2 0,6
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G3Vv928 Protein Lrpl 4 4 0,6
D3ZWAS8 Protein Appll 5 5 0,6
Q5U300 Ubiquitin-like modifier-activating enzyme 1 47 32 0,6
055173 3-phosphoinositide-dependent protein kinase 1 4 4 0,6
H1UBNO Copine 7 protein 15 14 0,6
Q8VHS9 L-type calcium channel alpha2/delta subunit 9 9 0,5
BOBN46 Grhpr protein 2 2 0,5
MORC57 Protein unc-45 homolog A 3 3 0,5
Q80zG1 Synembryn-A 2 2 0,5
P54313 ;lf)inrjﬂebgijilgotide—binding protein G(1)/G(S)/G(T) 4 2 0.5
FILNY3 Neural cell adhesion molecule 1 11 2 0,5
B5DFEOQ Mpp6 protein 3 3 0,5
Q5U2S7 'I:r%tpe{;asseorge (Prosome, macropain) 26S subunit, non 10 10 0.5
FIM6A8 RAC-gamma serine/threonine-protein kinase 3 3 0,5
Q5RKIO0 WD repeat-containing protein 1 27 27 0,4
H1UBMS8 Copine 4 protein 4 3 0,4
AO0A096MIM1  Protein Rhog (Fragment) 2 2 04
F1M3P6 Protein Scai 3 3 0,4
P07722-2 Isoform S-MAG of Myelin-associated glycoprotein 2 2 0,4
Q3MHS9 Chaperonin containing Tcpl, subunit 6A (Zeta 1) 17 17 04
P61980 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K 4 4 0,3
P11598 Protein disulfide-isomerase A3 18 18 0,3
D3ZFX4 Phosphoglucomutase 3 (Predicted), isoform CRA _a 13 13 0,3
FILML2 Polyubiquitin-C 7 7 0,3
P04785 Protein disulfide-isomerase 16 16 0,3
Q4KMA2 UV excision repair protein RAD23 homolog B 7 7 0,2
DAACBS ggﬁ)f;onin subunit 8 (Theta) (Predicted), isoform 15 15 0.2
D3ZWG2 Regulator of G-protein-signaling 7 4 4 0,2
P20717 Protein-arginine deiminase type-2 3 3 0,2
Q8K1Q0 Glycylpeptide N-tetradecanoyltransferase 1 2 2 0,1
AOA0G2K7Q7 ' Insulin-degrading enzyme 4 4 0,1

Na osnovu deregulisanih proteina u citosolu IS Zivotinja, konstruisan je grafik prema analizi
pomocu Blast2GO softvera, sa prikazom moguée deregulisanih bioloskih procesa na osnovu broja

deregulisanih proteina (Slika 31).
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Slika 31. Grafi¢ki prikaz bioloskih procesa

deregulisanih u citosolu IS Zivotinja.

W B

Broj proteina

Ispitivanje specifi¢nih interakcija, pomoéu STRING dostupne platforme, pokazalo je
povecan broj interakcija kod proteina kako snizene, tako i povecane ekspresije. Proteini snizene
ekspresije su uklju¢eni u proces negativne regulacije polimerizacije mikrotubula, dok su proteini
povecéane ekspresije ukljuceni u éelijski odgovor na inteleukin—7 (Slika 32). Dobijeni su rezultati

koji su u saglasnosti sa Blast2GO analizom.

R P
Negativna regulacija de/polimerizacije mikrotubula:

Fkbp4  Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP4

Clasp2 CLIP-associating protein 2

Structural protein involved in the filamentous cross-bridging
between microtubules and other skeletal elements

Mapla

st __ sngh2

A
Rabsh = s
) o
o

Celijski odgovor na IL7:

o
Pdia3 Protein disulfide-isomerase A3 "\
Rad23b UV excision repair protein RAD23

homolog B
P4hb Protein disulfide-isomerase

*

¢

Slika 32. STRING prikaz interakcija izmedu proteina povecane (A) i snizene (B) ekspresije kod

hroni¢no socijalno izolovanih pacova.
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Hroni¢ni tretman kontrola tianeptinom rezultovao je ve¢im brojem proteina povecéane, U

odnosu na broj proteina smanjene ekspresije. Lista deregulisanih proteina data je u Tabeli 7.

Tabela 7. Lista deregulisanih citosolnih proteina kod kontrolnih zivotinja nakon tretmana

tianeptinom (KT vs. K).

U_niProt_KB Proteini preklggijenih jedini’cr\}enih Nivo
pristupni br. peptida peptida promene
Q5EGY4 Synaptobrevin homolog YKT6 2 2 3,62
P84079 ADP-ribosylation factor 1 4 7 3,18
035264 Platelet-activating factor acetylhydrolase 1B subunit 8 3 5 3,01
Q80U96 Exportin-1 3 3 2,68
Q63716 Peroxiredoxin-1 2 2 2,00
Q62658 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP1A 4 5 1,96
E9PTVO Guanylate Kinase 1 2 2 1,95
Q9QWNS8 Spectrin beta chain, non-erythrocytic 2 8 8 1,93
Q1JU68 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit A 2 2 1,93
P55063 Heat shock 70 kDa protein 1-like 3 4 1,89
D3zQG6 Tripartite motif-containing protein 2 3 3 1,87
P28073 Proteasome subunit beta type-6 2 4 1,81
P04631 Protein S100-B 2 4 1,81
Q00981 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase isozyme L1 4 5 1,72
P28075 Proteasome subunit beta type-5 2 4 1,71
POCG51 Polyubiquitin-B [Cleaved into: Ubiquitin] 3 7 1,68
Q71UES NEDDS8 2 3 1,67
Q08877 Dynamin-3 2 2 1,67
P68255 14-3-3 protein theta 5 7 1,67
P18422 Proteasome subunit alpha type-3 4 7 1,66
P41542 General vesicular transport factor p115 3 4 1,61
P52303 AP-1 complex subunit beta-1 8 12 1,61
QI9MY2 Diphosphoinositol polyphosphate phosphohydrolase 2 2 2 1,60
P60901 Proteasome subunit alpha type-6 3 5 1,59
Q5XI173 Rho GDP-dissociation inhibitor 1 4 7 1,54
Q9ESH®6 Glutaredoxin-1 3 5 1,53
P07171 Calbindin 2 3 1,53
035095 Neurochondrin 3 7 1,51
Q97201 Protein transport protein Sec31A 4 5 1,51

Proteini smanjene ekspresije
Q9QYU4 Ketimine reductase mu-crystallin 2 3 0,80
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P58775
P50398
P06685
Q5HZV9
P13668
E9PSV5
Q62951
P07335
P08592
Q64559
Q62829
Q4V8B0
Q4Vv8Q1

B2RYW9

P24329
P14659

Tropomyosin beta chain

Rab GDP dissociation inhibitor alpha
Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-1
Protein phosphatase 1 regulatory subunit 7
Stathmin

Phosphoserine aminotransferase
Dihydropyrimidinase-related protein 4
Creatine kinase B-type

Amyloid-beta A4 protein

Cytosolic acyl coenzyme A thioester hydrolase
Serine/threonine-protein kinase PAK 3
Oxidation resistance protein 1

Calpain 11

Fumarylacetoacetate hydrolase domain-containing
protein 2

Thiosulfate sulfurtransferase
Heat shock-related 70 kDa protein 2

NN N WN RN WWWNDNDNN O
BN 0N w N w oo
o

W w W N DWW N W

0,80
0,79
0,79
0,79
0,78
0,77
0,75
0,74
0,72
0,72
0,69
0,69
0,69

0,67

0,64
0,50

STRING analiza je ukazala na znacajno viSe interakcija medu proteinima povecane

ekspresije, pri ¢emu su ovi proteini ukljuceni u transport posredovan proteinima i vezikulama, kao

i u proces proteolize (Slika 33). Prema KEGG — zasnovanoj analizi bioloskih puteva, takode su

proteazom i endocitoza oznaceni kao najvise pogodeni biohemijski putevi.

Slika 33. STRING graficki prikaz citosolnih proteina povecane ekspresije kod kontrolnih
Zivotinja tretiranih tianeptinom, na osnovu uo¢enog vecéeg broja interakcija od ocekivanog.

proteoliza

Hspall Ap1b1
P)’ h1b2 S
afal
m Dnm3

ey Uso1
& Xpo1
""""""" Ykt6
Ywhaq
Sptbn2

Fkbpla Lo Psma3
! E 4,-, Psma6
Calbl Psmb5

Psmb6
Uchl1

Transport posredovan proteinima
i vezikulama
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Transport posredovan proteinima i vezikulama:

AP-1 complex subunit beta-1
ADP-ribosylation factor 1

Dynamin-3

Protein transport protein Sec31A
General vesicular transport factor p115
Exportin-1

Synaptobrevin homolog YKT6

14-3-3 protein theta

Spectrin beta chain, non-erythrocytic 2

Proteoliza uklju¢ena u ¢elijski katabolizam:

Proteasome subunit alpha type-3
Proteasome subunit alpha type-6
Proteasome subunit beta type-5
Proteasome subunit beta type-6

Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase
isozyme L1

KEGG: Proteazom, Endocitoza
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Tretman tianeptinom je kod socijalno izolovanih Zivotinja uglavnom uticao na smanjenje

ekspresije citosolnih proteina, dok su samo Cetiri proteina rezultovala pove¢anom ekspresijom

(Tabela 8).

Tabela 8. Lista deregulisanih citosolnih proteina kod hroni¢no socijalno izolovanih Zivotinja

nakon hroni¢nog tretmana tianeptinom (IST vs. IS).

. Br. Br. .

Ul_’uProt_KB Proteini preklopljenih | jedinstvenih Nivo

pristupni br. neptida peptida promene
P04642 L-lactate dehydrogenase A chain 2 4 1,93
P07632 Superoxide dismutase [Cu-Zn] 2 3 1,79
D4A133 ATPase H+-transporting V1 subunit A 11 20 1,73
Q5HZAG6 Prolyl endopeptidase-like 3 3 1,56

Proteini smanjene ekspresije
Q9z1B2 Glutathione S-transferase Mu 5 4 5 0,80
P62963 Profilin-1 2 2 0,80
P85845 Fascin 2 5 0,80
D3ZW55 Inosine triphosphate pyrophosphatase 2 5 0,80
P62994 Growth factor receptor-bound protein 2 2 2 0,79
P36972 Adenine phosphoribosyltransferase 2 2 0,79
035303 Dynamin-1-like protein 2 3 0,79
035244 Peroxiredoxin-6 6 8 0,79
P18422 Proteasome subunit alpha type-3 3 4 0,79
Q68FU3 Electron transfer flavoprotein subunit beta 2 4 0,79
Q71SY3 Translin 3 5 0,78
POCG51 Polyubiquitin-B [Cleaved into: Ubiquitin] 3 6 0,77
P04905 Glutathione S-transferase Mu 1 2 4 0,77
P51146 Ras-related protein Rab-4B 2 3 0,77
Q641W7 Probable tubulin polyglutamylase TTLL9 2 3 0,77
Q6P7Q4 Lactoylglutathione lyase 3 7 0,77
Q97339 Glutathione S-transferase omega-1 3 3 0,76
P53534 Glycogen phosphorylase, brain form 5 8 0,76
P30713 Glutathione S-transferase theta-2 2 2 0,76
B2RZ78 Vacuolar protein sorting-associated protein 29 2 2 0,76
P50475 Alanine--tRNA ligase, cytoplasmic 2 2 0,75
P35704 Peroxiredoxin-2 6 14 0,75
P10687 1—phosphqtidy|inositol 4,5-bisphosphate 4 5 0.75
phosphodiesterase beta-1
Q9ESH6 Glutaredoxin-1 2 4 0,75
P04692 Tropomyosin alpha-1 chain 2 2 0,75
P14942 Glutathione S-transferase alpha-4 2 2 0,75
DAAEH9 Amylo-1, 6-glucosidase, 4-alpha- 2 2 0,75
glucanotransferase

P17220 Proteasome subunit alpha type-2 4 8 0,75
035509 Ras-related protein Rab-11B 2 3 0,74
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P09117
P41498

Q8VI04
035162
P24155
P63025
Q71UES
Q7M767
Q6BBI8
P84079
P09606
Q5PPHO
P40307
Q5XI173
B4F7C7
Q5HZY?2
Q63610
P07483
P58775
Q4KM73
P34067
Q9QYLS
Q6P6V0
P80254
Q63648
Q9EPC6
QBAXV9
088989

P63329

P19804
P68370

035264

P07335
Q5MPA9
088350
Q5PPJ9
P21670
P63159
Q6P503
P63045
P69897
Q5FVI9
055165
MORC99
Q01579

Fructose-bisphosphate aldolase C

Low molecular weight phosphotyrosine protein

phosphatase

Isoaspartyl peptidase/L-asparaginase

Heat shock 70 kDa protein 13

Thimet oligopeptidase

Vesicle-associated membrane protein 3
NEDD8

Ubiquitin-conjugating enzyme E2 variant 2

Ubiquitin-fold modifier-conjugating enzyme 1

ADP-ribosylation factor 1
Glutamine synthetase
Enolase-phosphatase E1
Proteasome subunit beta type-2
Rho GDP-dissociation inhibitor 1
Hebp1l protein

GTP-binding protein SAR1b
Tropomyosin alpha-3 chain

Fatty acid-binding protein, heart
Tropomyosin beta chain
UMP-CMP kinase

Proteasome subunit beta type-4
Acyl-protein thioesterase 2
Glucose-6-phosphate isomerase
D-dopachrome decarboxylase
Merlin

Profilin-2

Glutathione S-transferase omega-2
Malate dehydrogenase, cytoplasmic

Serine/threonine-protein phosphatase 2B
catalytic subunit alpha isoform

Nucleoside diphosphate kinase B
Tubulin alpha-1A chain

Platelet-activating factor acetylhydrolase IB
subunit beta

Creatine kinase B-type
Serine/threonine-protein kinase DCLK2
Putative hydrolase RBBP9
Endophilin-B2

Proteasome subunit alpha type-4

High mobility group protein B1
ATPase H+-transporting V1 subunit D
Vesicle-associated membrane protein 2
Tubulin beta-5 chain

Dual specificity protein phosphatase 26
Kinesin-like protein KIF3C
Ras-related protein Rab-5A
Glutathione S-transferase theta-1

75

SNN(&)GNNNW\INNN#NQJNQJN\IN#N

N NN DNDNDNWOPNDDNDPNDDNDNDNNDNDN WO P OO NMNDMNNMNDNDWDN

A WO 0 WOoO NN O W N O

N o wwwNAaNpAORARANDOL

[EE
o

=
N

A NN OTW oD W R DNMNDNDDNDW O

0,74
0,73

0,73
0,73
0,73
0,73
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26S proteasome non-ATPase regulatory subunit

BOBN93 13 2 3 0,61
Q76LT8 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 48 2 4 0,60
P04906 Glutathione S-transferase P 4 5 0,60
D4A2G9 RAN-binding protein 1 2 3 0,60
Q08877 Dynamin-3 3 3 0,59
P10111 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A 4 8 0,58
Q6RUV5 Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 2 4 0,57
Q6PCU2 V-type proton ATPase subunit E 1 3 6 0,56
Q8VvD52 Pyridoxal phosphate phosphatase 4 7 0,55
P97697 Inositol monophosphatase 1 6 9 0,54
QBAYRS Haloqci_d dehalogenase—like hydrolase domain- 3 4 0,53
containing protein 2
P28073 Proteasome subunit beta type-6 2 4 0,53
PATT727 Carbonyl reductase [NADPH] 1 2 3 0,38

STRING pristup je ukazao na znacajno veéi broj interakcija izmedu proteina snizene
ekspresije kod socijalno izolovanih Zivotinja nakon tretmana tianeptinom. Najvise pogodeni
procesi, usled proteinske deregulacije, su vezikularni transport, proteoliza i oksido-redukcioni
procesi (Slika 34).

&

-
1
}‘ar  woes
\X vezikularni transport
\ -
O @ Nl
=/ < i
Vezikularni transport: ;
Arf1 ADP-ribosylation factor 1
Dnm1l Dynamin-1-like protein
Dnm3 Dynamin-3
Grb2 Growth factor receptor-bound protein 2
Rab11b Ras-related protein Rab-11B
Rab5a Ras-related protein Rab-5A _ gt
Sar1b GTP-binding protein SAR1b @
Vamp2/3  Vesicle-associated membrane protein 2/3
Vps29 Vacuolar protein sorting-associated protein 29
Proteoliza: Py
Asrgl1 Isoaspartyl peptidase/L-asparaginase <

Psma2/3/4  Proteasome subunit alpha type-2/3/4
Psmb2/4/6  Proteasome subunit beta type-2/4/6

Psmd13 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 13

Usp48 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 48 @

Oksido-redukcioni procesi: Q‘”‘

Etfb Electron transfer flavoprotein subunit beta ot

Glrx Glutaredoxin-1

Gsto1 Glutathione S-transferase omega-1

Gstp1 Glutathione S-transferase P

Gstt1/2 Glutathione S-transferase theta-1/2 !

Mdh1 Malate dehydrogenase, cytoplasmic oksido-redukcioni procesi ()

Prdx2/6 Peroxiredoxin-2/6

Pygb Glycogen phosphorylase, brain form M\}m
o~

Slika 34. STRING graficki prikaz interakcija izmedu citosolnih proteina smanjene
ekspresije, nakon tretmana tianeptinom kod socijalno izolovanih pacova.
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Za odabrane promene u proteinskoj ekspresiji uradena je kvantitativna validacija, pomoc¢u
Western blot analize, kao i kvalitativna validacija, primenom imunohistohemijske metode.
Za kvantitativnu validaciju izabrana su Cetiri proteina citosolne frakcije: a subjedinica, tip
3, proteazoma, (engl. proteasome subunit o. type 3, Psma3), CuZn SOD, kalbindin (engl. calbindin)
i gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza (engl. glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase,
GAPDH). Za promenu ekspresije Psma3 proteina, dvofaktorska ANOVA je pokazala zna¢ajan
efekat Tian (F119=7,06; p<0,001) i kombinovanog delovanja Tian x IS (F1.19=27,69; p<0,001)
(Slika 35A). Post-hoc analiza je pokazala statisticki zna¢ajno povecanje ekspresije proteina nakon
socijalne izolacije (“p<0,01), dok Tian znaéajno vraéa nivo ekspresije (" p<0,001). Takode, nivo

ekspresije je znacajno niZi u odnosu na kontrole tretirane Tian (*#p<0,001).
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Slika 35. Validacija rezultata proteomske analize primenom Western blot i
imunohistohemijske metode. Broj Zivotinja po grupi n = 5 — 6. Rezultati su
prikazani kao srednja vrednost £ SEM.
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ANOVA je, za promenu ekspresije GAPDH proteina, pokazala znacaj efekat Tian
(F1.20=19,93; p<0,001) i kombinovanog delovanja Tian x IS (F1.20=57,56; p<0,001) (Slika 35B).

Kod promene u ekspresiji CuZn SOD, ANOVA je ukazala na znacajan efekat Tian
(F1.20=25,59; p<0,001) i kombinovanog delovanja IS x Tian (F1.20=12,56; p<0,01) (Slika 35C).
Socijalna izolacija je znacajno smanjila ekspresiju CuZn SOD ("p<0,05), dok je tretman Tian
obrnuo ovaj efekat i dodatno podigao nivo ekspresije proteina, u odnosu na socijalno izolovane
zivotinje (* p<0,001), ali i kontrole tretirane Tian (*p<0,01).

Statistickom analizom Western blot podataka za kalbindin otkriven je znacajan efekat Tian
(F1.18=8,18; p<0,01), dok je post-hoc test pokazao da i IS (7"p<0,001) i Tian tretman kod
kontrolnih Zivotinja (*'p<0,01) podize nivo proteina (Slika 35D). Trend se uocava i kod Tian
tretiranih izolovanih zivotinja, ali bez statisticke znacajnosti. Imunihostohemijska analiza je
potvrdila rezultate Western blot analize, s obzirom da se uoava intenzivnije bojenje Celija i
vlakana kod svih tretiranih grupa, u odnosu na kontrolnu (Slika 35E).

Fluoksetin je najvecim delom uticao na deregulaciju proteina smanjenjem njihove ekspresije
u kontrolnoj grupi Zivotinja. Medutim, znacajan broj proteina imao je viSestruko povecanje

ekspresije. Spisak deregulisanih proteina dat je u Tabeli 9.

Tabela 9. Lista deregulisanih citosolnih proteina u kontrolnim Zivotinjama nakon hroni¢nog

tretmana fluoksetinom (KF vs. K).

U_niProt_KB Proteini preklggijenih jedinlztr\'/enih Nivo

pristupni br. beptida oeptida promene
Q5RKI0 WD repeat-containing protein 1 7 7 2,99
Q63537-2 Isoform Ilb of Synapsin-2 6 5 2,58
P52481 Adenylyl cyclase-associated protein 2 6 4 2,42
P47819-2 Isoform 2 of Glial fibrillary acidic protein 10 9 2,20
P02625 Parvalbumin alpha 1 2,06
F8WFH8 Tryptophan--tRNA ligase, cytoplasmic 4 1,86
PA47728 Calretinin 2 1,86
P02688-3 Isoform 3 of Myelin basic protein 9 1 1,77
P04797 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 16 16 1,75
D3ZGN2 Copine 5 protein 3 2 1,74
P69897 Tubulin beta-5 chain 70 8 1,74
P45479 Palmitoyl-protein thioesterase 1 5 5 1,73
P47942 Dihydropyrimidinase-related protein 2 16 14 1,68
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MORDC5 Acyl-CoA-binding protein 5 5 1,66
P04631 Protein S100-B 4 3 1,57
P62246 40S ribosomal protein S15a 3 3 1,55
AOA0G2JZF2 CAP-Gly domain-containing linker protein 2 6 3 1,53
Q05683 Glutamate decarboxylase 2 12 12 1,53
Q9WTPO Band 4.1-like protein 1 13 10 1,53
P26772 10 kDa heat shock protein, mitochondrial 6 5 1,52
BOBN63 LOC681996 protein 6 6 1,50
I7TFKL4 Myelin basic protein transcript variant 1 10 2 1,50
P62161 Calmodulin 9 6 1,50
Proteini smanjene ekspresije
B2LYI9 Tenascin C 4 3 0,80
D4A435 Protein Icam5 14 14 0,80
Qssocr | Dvephonoet) pophospt e o o
Q9R085 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 15 5 0,80
AOA0G2K261 Protein lars2 2 0,79
F1LRI7 AP2-associated protein kinase 1 23 23 0,79
Q5XI178 2-oxoglutarate dehydrogenase, mitochondrial 3 0,79
D3Z9N6 Versican core protein 7 0,78
G3V8G4 Brevican core protein 38 36 0,78
D4A8H3 Protein Uba6 8 0,77
088339 Epsin-1 8 0,77
P34058 Heat shock protein HSP 90-beta 11 0,77
P55067 Neurocan core protein 33 32 0,77
Q62656 Receptor-type tyrosine-protein phosphatase zeta 20 18 0,77
AO0A096MJZ0 Protein Dnall 5 2 0,76
P46462 Transitional endoplasmic reticulum ATPase 15 13 0,76
Q4Vsl4 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 7 23 21 0,76
Q9wVvB1 Ras-related protein Rab-6A 16 0,76
D4A2D7 Importin 4 (Predicted), isoform CRA b 6 0,75
D4A781 Protein 1po5 36 35 0,75
P63012 Ras-related protein Rab-3A 8 6 0,75
Q5U300 Ubiquitin-like modifier-activating enzyme 1 84 79 0,75
Q6PECO Bis(5'-nucleosyl)-tetraphosphatase [asymmetrical] 2 0,75
D4AAX6 Phosphoinositide phospholipase C 2 0,74
F1LRV4 Heat shock 70 kDa protein 4 20 15 0,74
FIM775 Protein Diaphl 3 3 0,74
G3V758 Contactin 2 7 5 0,74
D3ZXJ5 Protein Eftudl 3 0,73
FILMTS Rab3 GTPase-activating protein non-catalytic 18 2 0,73

subunit
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Phosphoribosylglycinamide formyltransferase,

G3Vv918 isoform CRA a 6 5 0,73
Q5SGEO ;«?E;(;Egnré(;iharPR motif-containing protein, 29 18 0,72
Q6PIV6 Proteasome subunit alpha type 2 2 0,72
D4A857 Importin 9 (Predicted) 10 10 0,71
D4AD89 Protein Sez6l 5 5 0,71
e L) 5 ehosprt a s om
P30009 Myristoylated alanine-rich C-kinase substrate 2 2 0,71
P50398 Rab GDP dissociation inhibitor alpha 17 15 0,71
B2RYNO Pgma3 protein 7 6 0,69
D3ZWG2 Regulator of G-protein-signaling 7 4 3 0,69
P05197 Elongation factor 2 7 7 0,69
A0A0G2JZS2 Polyadenylate-binding protein 1 5 5 0,67
P11980 Pyruvate kinase PKM 20 2 0,67
FILNY3 Neural cell adhesion molecule 1 4 1 0,66
Q05140-2 Isoform 2 of Clathrin coat assembly protein AP180 28 1 0,66
E9PTB2 Transcription elongation factor SPT5 2 2 0,64
Q8VHS9 L-type calcium channel alpha2/delta subunit 5 5 0,63
Q80U9%6 Exportin-1 13 11 0,62
P04642 L-lactate dehydrogenase A chain 2 2 0,60
Q4FzU8 Protein FAM65A 3 3 0,58
Q8K1Q0 Glycylpeptide N-tetradecanoyltransferase 1 2 0,58
Q4KMA2 UV excision repair protein RAD23 homolog B 0,57
P50475 Alanine-tRNA ligase, cytoplasmic 13 12 0,55
P63329 Sjk;hnr?i/ttg:;e)ﬁglrs% fp())rr?Tt]em phosphatase 2B catalytic 23 1 0,55
P61980 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K 3 3 0,54
D3Z955 Protein Pgm211 11 9 0,46
Q64538 Serine/threonine-protein phosphatase (Fragment) 4 0,46
AOA0G2K7Q7  Insulin-degrading enzyme 1 0,45
Q63654 Polyubiquitin (Fragment) 12 11 0,40
Q08163 Adenylyl cyclase-associated protein 1 8 0,39
F1LP0O5 ATP synthase subunit alpha 2 0,34

Bioinformati¢kom analizom kao glavni bioloski procesi, moguce izmenjeni povecanom

ekspresijom proteina, izdvojeni su organizacija ¢elijskih komponenata, lokalizacija, odgovor na

stimulus i signalizacija (Slika 36).
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rast [ 1
organizacija ¢elijskih komponenata h 24
bioloska adhezija _ 10
procesi imunog sistema _ 5
lokalizacijn | e— 4
lokomocija k 7

procesi jednog organizma _ S 36

regulacij bioloSkih Procesn — 17
procesi razvoja ’_ 21
Celijski procesi h 46
odgovor na stimulus _ 23

povecana ekspresija

= smanjena ekspresija

procesi viSe organizama ey 5
bioloska regulacija h 19
procesi viSecelijskih organizama _ 7
signalizacija _ 19
metabolicki procesi h 37

Broj proteina

Slika 36. Graficki prikaz moguce izmenjenih bioloskih procesa u citosolu nakon
tretmana fluoksetinom na osnovu broja deregulisanih proteina.

Prema STRING-u, kod proteina povecane ekspresije uoceno je vise interakcija od
oc¢ekivanog broja, a kao najvise izmenjeni oznaceni su procesi LTP i sinapticke plasti¢nosti, kao i
bioloski procesi regulacije nivoa neurotransmitera (Slika 37).

WB je potvrdio rezultate proteomske analize za kalretinin (engl. Calretinin) (Slika 38).
Jednofaktorska ANOVA je pokazala znacajan efekat fluoksetina (F14=173,60; p<0,001), dok je
post-hoc analiza pokazala statisticki znacajno povecanje ekspresije u kontrolnim Zivotinjama

*kk

nakon tretmana fluoksetinom (*"p<0.001).

K KF
29-30kDa [ Calretinin
42 kDa W - Actin

mK ~KF
250

1
1501
100

50

Promena ekspresije
Calretinin proteina
(% od kontrole)

0 e
Slika 38. Validacija ekspresije za kalretinin u KF grupi. Broj zivotinja po grupi n =3
(pulovano, po tri zivotinje). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost = SEM.
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A LTPisinapti¢ka plasti¢nost: iiiees.
S100b  Protein S100-B S
Gfap Glial fibrillary acidic protein “‘6 Pl \:‘x\
Dbi Acyl-CoA-binding protein ] g / f Ppit ‘. i
Pptl Palmitoyl-protein thioesterase | \\\\ @ ’:'
Calb2 Calretinin S
Wars
Regulacija nivoa neurotransmitera: @
Syn2 Synapsin-2 —_— Wart
Pptl Palmitoyl-protein thioesterase | @
Gad2 Glutamate decarboxylase 2 / —
Gfap Glial fibrillary acidic protein i Hpel =
Calm] Calmodulin 1 .

Rps15a

Slika 37. STRING grafic¢ki prikaz interakcija izmedu proteina povecane (A) i
smanjene (B) ekspresije u kontrolnim zivotinjama nakon tretmana fluoksetinom.

Kao i kod kontrolnih Zivotinja, u grupi socijalno izolovanih pacova fluoksetin je uglavnom
deregulisao proteine, smanjujuci njihovu ekspresiju (Tabela 10). Ukupno 14 proteina je pokazalo

povecanu ekspresiju nakon tretmana fluoksetinom.
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Tabela 10. Lista deregulisanih citosolnih proteina u socijalno izolovanim zivotinjama nakon

hroni¢nog tretmana fluoksetinom (ISF vs. IS).

UniProt_KB Proteini prekllc?p:ijenih jedinitr\}enih Nivo

pristupni br. neptida peptida promene
P55067 Neurocan core protein 3 3 2,84
P62828 GTP-binding nuclear protein Ran 8 8 2,52
Q49904 Phosphoglucomutase 1 2 2 2,52
Q05982 Nucleoside diphosphate kinase A 29 17 2,21
F1IM1D5 Protein Thcd 14 13 2,15
B3VPA7 Cysteine-sulfinate decarboxylase 2 2 1,98
P45479 Palmitoyl-protein thioesterase 1 1,96
B5DF65 Biliverdin reductase B (Flavin reductase (NADPH)) 15 14 1,81
Q5EB77 Ras-related protein Rab-18 6 1,77
Q5XI173 Rho GDP-dissociation inhibitor 1 4 1,74
Q62625-2 :is;;?::rr?a?nogé\/licrotubule—associated proteins 1A/1B 3 5 17
P84079 ADP-ribosylation factor 1 40 7 1,69
P63102 14-3-3 protein zeta/delta 12 11 1,52
Q9EQX9 Ubiquitin-conjugating enzyme E2 N 12 11 1,51

Proteini smanjene ekspresije

D4A6C5 Protein Arhgapl 3 2 0,8
F1LPPO Amphiphysin 17 15 0,8
F1M951 Protein-tyrosine-phosphatase 5 5 0,8
Q3MID5 gzr?qsrf]I;atidylinositol 4-phosphate 5-kinase type-1 10 7 0.8
Q52KS1 ATP-dependent 6-phosphofructokinase 37 26 0,8
Q8CF97 Deubiquitinating protein VCIP135 9 0,8
B2RYG6 Ubiquitin thioesterase 12 0,78
035331 Pyridoxal kinase 11 11 0,78
P63018 Heat shock cognate 71 kDa protein 59 42 0,78
Q3ZAU6 Protein Rnf14 4 3 0,78
035095 Neurochondrin 8 7 0,77
Q6P4Z9 COP9 signalosome complex subunit 8 7 7 0,77
B4F772 Heat shock 70 kDa protein 4L 29 25 0,76
D4AAG3 Protein UbgIn2 6 5 0,76
F1LMZ8 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 11 2 2 0,76
G3V6L4 Kinesin-like protein 28 18 0,76
MOR919 Prefoldin subunit 3 2 2 0,76
P18420 Proteasome subunit alpha type-1 3 2 0,76
P22734-2 Isoform 2 of Catechol O-methyltransferase 5 0,76
P39069 Adenylate kinase isoenzyme 1 23 21 0,76
Q4G017 Nischarin 2 2 0,76
RIPXW7 Stress-induced phosphoprotein 1, isoform CRA_a 23 20 0,76
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AOAOG2KIL?2
G3V8B6
I7FKL4
P37377
P50398
Q08602
Q91279
A0A0G2JW38
A0A0G2K1Q9
Q5U318
Q80230

D3ZXS8

P19468
Q9ERB4
D4AC23

D4AEH3

P47819-2
P85108
Q6P799
D4A4U3

008557

P22062

P41562
D32955
P62959
Q00981
B4F7C2
B5DFN2
088767
Q5U300
P69897

AOA0G2JT00

D3ZDT1
Q4FZU8
P11980-2
Q05683
Q7TPB1
G3V7C6
P04631
P70470

Protein Tom1I2

26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 1
Myelin basic protein transcript variant 1
Alpha-synuclein

Rab GDP dissociation inhibitor alpha
Geranylgeranyl transferase type-2 subunit alpha
Liprin-alpha-3

Protein Rpe

Erythrocyte protein band 4.1-like 3, isoform CRA e
Astrocytic phosphoprotein PEA-15

Protein phosphatase 1E

Huntingtin interacting protein 2 (Predicted), isoform
CRA_a

Glutamate--cysteine ligase catalytic subunit
Versican core protein (Fragments)

Protein Cct7

Proteasome (Prosome, macropain) 26S subunit, non-
ATPase, 7 (Predicted)

Isoform 2 of Glial fibrillary acidic protein
Tubulin beta-2A chain
Serine--tRNA ligase, cytoplasmic

Protein Mdp1l

N(G),N(G)-dimethylarginine
dimethylaminohydrolase 1
Protein-L-isoaspartate(D-aspartate) O-
methyltransferase

Isocitrate dehydrogenase [NADP] cytoplasmic

Protein Pgm2I1

Histidine triad nucleotide-binding protein 1
Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase isozyme L1
Tubulin beta chain

Adenosylhomocysteinase 2

Protein deglycase DJ-1

Ubiquitin-like modifier-activating enzyme 1
Tubulin beta-5 chain

Divalent cation tolerant protein CUTA, isoform
CRA_C

Protein Epb41I12

Protein FAM65A

Isoform M2 of Pyruvate kinase PKM
Glutamate decarboxylase 2

T-complex protein 1 subunit delta

Tubulin beta-4B chain

Protein S100-B

Acyl-protein thioesterase 1
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Q5RKI0 WD repeat-containing protein 1 21 17 0,59
AOAO0G2KOF3  Band 4.1-like protein 1 11 7 0,58
G3V7G9 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit L 3 2 0,56
AO0A0G2JSQ1  Beta-synuclein 11 9 0,55
Q3MHS9 Chaperonin containing Tcpl, subunit 6A (Zeta 1) 9 9 0,54
P11980 Pyruvate kinase PKM 93 6 0,53
Q6LDS4 Superoxide dismutase [Cu-Zn] 13 13 0,52
D3ZHB7 Protein Ube3c 3 3 0,51
AOAO0G2KAT4  Spliceosome RNA helicase Ddx39b 2 2 0,47
Q5U2S7 :r_?ltaeaasse(?n;e (Prosome, macropain) 26S subunit, non 2 2 0,47
Q6IE67 Proteasome subunit alpha type 2 2 0,45
Q6AYD5 G1 to S phase transition 1 7 5 0,41
P30904 Macrophage migration inhibitory factor 5 5 0,29
P61212 ADP-ribosylation factor-like protein 1 2 2 0,19
P84087 Complexin-2 6 3 0,14

Prema rezultatima Blast2GO analize, proteini povecane ekspresije kod scoijalno izolovanih
zivotinja nakon tretmana fluoksetinom su uglavnom ukazali na promene u ¢elijskoj komunikaciji
I organizaciji organela, dok su proteini smanjene ekspresije vezani za metabolicke procese i

regulaciju istih, kao i organizaciju ¢éelijskih komponenata (Slika 39).
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Slika 39. Graficki prikaz izmenjenih bioloskih procesa socijalno izolovanih zivotinja
nakon tretmana fluoksetinom.

STRING interaktomiks je pokazao da postoji znaCajno vise interakcija izmedu proteina
povecane ekspresije, bez izdavajanja bioloskih procesa kao posebno izmenjenih (Slika 40). Sa

druge strane, kod proteina smanjene ekspresije je dominantno smanjena ekspresija proteina koji
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ucestvuju u kataboli¢kom procesu organo-nitratnih jedinjenja. Medutim, heterogenost izmenjenih

proteina je verovatno rezultat istovremenog uticaja socijalne izolacije i tretmana fluoksetinom.
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Slika 40. STRING prikaz interakcija izmedu proteina povecane (A) i smanjene (B)
ekspresije u citosolu IS Zzivotinja tretiranih fluoksetinom.

HSP 90 proteinska ekspresija validirana je primenom imunofluorescentne metode na
presecima dorzalnog hipokampusa, sa fokusom na distribuciju u razli¢itim subregionima (dCA1,
CA2, dCA3 i dDG) (Slika 41). Kvantifikacija je uradena denzitometrijski, na osnovu meranja
ekspresije deset neurona po preseku subregiona. ANOVA je pokazala zna¢ajne efekte samo za IS
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(F1.10=8,61; p<0,05) u dDG kao i u dCA3 subregionu (F1.10=29,29; p<0,001). Post-hoc test je
pokazao da socijalna izolacija znacajno poveéava ekspresiju HSP 90 u dDG ("p<0,05) i dCA3

(""p<0,01) subregionima. Efekat fluoksetina je na nivou oba subregiona izostao.

Densitometric units

dDG dCAl CA2 dCA3

Slika 41. IF validacija ekspresije HSP 90 proteina u dorzalnom hipokampusu na nivou
razli¢itih subregiona. Broj preseka po grupi n = 6. Rezultati su prikazani kao srednja
vrednost £ SEM. PCP-4 je koris¢en kao marker CA2 subregiona.

Kvalitativna imuhistohemijska metoda (bojenje DAB-om), izvedena na presecima dorzalnog
hipokampusa ukazala je na subregion-specifi¢ne promene u ekspresiji nekoliko proteina (Slika
42). Posebnu podloZznost promeni ekspresije HSP 60 1 MaoA pokazali su CA2 1 dCA3 subregioni
u IS i, posebno, ISF grupi u poredenju sa kontrolnim Zivotinjama, kao i kod PDH Ela u ISF, u

poredenju sa IS grupom, dok u ostalim subregiona, posebno u dCA1, nije bilo zna¢ajnih promena.
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K
HSP 60 IS
ISF
K
MaoA IS
ISF
IS
PDHElc
ISF
PCP-4

dDG dCAl CA2 dCA3

Slika 42. Validacija rezultata proteomske analize.
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5.3.2. Proteomska analiza frakcija NSM

U NSM IS grupe zivotinja je, uglavnom, doslo do smanjenja ekspresije proteina, dok je manji broj

proteina rezultovao pove¢anom ekspresijom. Lista deregulisanih proteina data je u Tabeli 12.

Tabela 12. Lista deregulisanih proteina u NSM hroni¢no socijalno izolovanih Zivotinja (IS vs. K).

U_niProt_KB Proteini preklggijenih jedini’cr\}enih Nivo
pristupni br. peptida peptida promene
AOA0G2K013 = Alpha-actinin-4 3 3 18,5
P63039 60 kDa heat shock protein, mitochondrial 16 16 59
osoGaizia  DIMISIpEATIde s ntrse component o s s
P62815 V-type proton ATPase subunit B, brain isoform 5 5 3,9
Dihydrolipoamide S-succinyltransferase (E2
G3V6P2 component of 2-oxo-glutarate complex), isoform 5 5 3,1
CRA_a
B2GV33 Maoa protein (Fragment) 2 2 2,8
FILNY3 Neural cell adhesion molecule 1 5 5 2,6
P85834 Elongation factor Tu, mitochondrial 3 3 2,5
D4A133 Protein Atp6vla 6 6 2,3
P21575-2 Isoform 2 of Dynamin-1 10 10 2,2
Dihydrolipoyllysine-residue acetyltransferase
P08461 component of pyruvate dehydrogenase complex, 12 12 2,0
mitochondrial
P34058 Heat shock protein HSP 90-beta 9 5 2,0
F1LPO5 ATP synthase subunit alpha 22 21 1,8
G3Vv6D3 ATP synthase subunit beta 17 17 1,8
P82995 Heat shock protein HSP 90-alpha 9 5 1,7
P61765 Syntaxin-binding protein 1 10 10 1,7
Q5XI178 2-oxoglutarate dehydrogenase, mitochondrial 3 2 1,7
RIPXR4 Mitochondrial import receptor subunit TOM70 3 3 1,7
F1IM779 Clathrin heavy chain 13 13 1,7
Q6P6R2 Dihydrolipoyl dehydrogenase, mitochondrial 5 5 15
Proteini smanjene ekspresije
P81155 Voltage-dependent anion-selective channel protein 2 7 6 0,7
P35435 ATP synthase subunit gamma, mitochondrial 4 4 0,7
D3ZWT8 ATP synthase subunit d, mitochondrial 2 2 0,7
G3V936 Citrate synthase 11 11 0,6
P04636 Malate dehydrogenase, mitochondrial 12 12 0,6
Q9z2L0 Voltage-dependent anion-selective channel protein 1 7 2 0,6
D3zD09 Cytochrome c oxidase subunit 6B1 3 3 0,6
G3Vv741 Phosphate carrier protein, mitochondrial 9 9 0,6
P00507 Aspartate aminotransferase, mitochondrial 10 10 0,6
D4AQTO Protein Ndufb10 5 5 0,5
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NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur

Q64lY2 protein 2, mitochondrial 3 3 0.5
MOR7G4 MICOS complex subunit 2 2 0,5
P62260 14-3-3 protein epsilon 4 3 0,5
D3ZE15 Protein LOC100911483 3 3 0,5
Q6AYS2 Sideroflexin 9 8 0,5
Q05962 ADP/ATP translocase 1 11 7 0,5
P19511 ATP synthase F(0) complex subunit B1 mitochondrial 6 6 0,5
P10888 ﬁ:q)i/ttggﬁgcr)]g\r?atl: oxidase subunit 4 isoform 1, 12 1 05
P21913 ng&j}r}gtﬁﬁi&iﬁrﬁdgﬁgﬁse [ubiquinone] iron-sulfur 3 3 05
AOAO0G2K5L2  Protein LOC100911440 5 5 0,5
Q5BJT9 Creatine kinase, mitochondrial 1, ubiquitous 11 9 0,5
Q09073 ADP/ATP translocase 2 8 4 0,4
P67779 Prohibitin 6 6 0,4
P12075 Cytochrome c¢ oxidase subunit 5B, mitochondrial 4 4 0,4
G3Vv804 Sideroflexin 6 5 0,4
DAASES  {ubcomplex, S (edictd),isofonm CRA b 2 2 04
D37S58 g;ﬁg;%gfg{g{;g%ﬁ?fge [ubiquinone] 1 alpha 2 2 03
P29419 ATP synthase subunit e, mitochondrial 2 2 0,3
P19234 rl?lqﬁcliﬂo?%rﬁlflrogenase [ubiquinone] flavoprotein 2, 2 2 03
D3ZFQ8 Cytochrome c-1 (Predicted), isoform CRA _c¢ 4 4 0,3
Q8SEZ5 Cytochrome c oxidase subunit 2 3 3 0,2
P11240 Cytochrome c¢ oxidase subunit 5A, mitochondrial 4 4 0,2
P26772 10 kDa heat shock protein, mitochondrial 3 3 0,2
P20788 ﬁ){fggﬁéﬂm?a?—cl complex subunit Rieske, 3 3 0.2
G3V6H5 Mitochondrial 2-oxoglutarate/malate carrier protein 4 4 0,2
D37G43 NADH dehydrogenase (Ubiquinone) Fe-S protein 3 4 4 0.1

(Predicted), isoform CRA ¢

Blast2GO analizom je pokazano vise bioloskih procesa, kao moguce izmenjenih usled
deregulacije sub-proteoma u NSM (Slika 43). U sluc¢ajevima smanjene i povecane ekspresije,
dominantno izmenjen je proces transporta. BioloSki procesi vezani specificno za povecanje
ekspresije proteina su metaboli¢ki procesi o-ketoglutarata, acetil-CoA, piruvata, kao i ATP
metabolicki procesi. Sa druge strane, smanjenje ekspresije proteina specifi¢no se vezuje za oksido-

redukcione procese, kao i procese transporta elektrona u NSM.
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3 transport protona spregnut sa
hidrolizom ATP-a

B8 regulacija transporta sinaptic¢kih
vezikula

@ transport protona spregnut
sa sintezom ATP-a

Broj proteina

transmembranski transport

B transmembranski transport
jona vodonika

@ transport protona spregnut
sa sintezom ATP-a

Broj proteina

Slika 43. Graficki prikaz moguce izmenjenih bioloskih procesa na osnovu broja

proteina povecane, odnosno smanjene ekspresije, u NSM socijalno izolovanih Zivotinja.

STRING analiza je ukazala na veéi broj interakcija izmedu proteina povecane, ali i sniZzene
ekspresije. Interakcije izmedu proteina povecane ekspresije ukazuju na selektivnu stimulaciju
mitohondrijalnog transporta na nivou ATP sinteze, dok proteini smanjene ekspresije ukazuju na
poremecaje procesa oksidativne fosforilacije i mitohondrijalnog transporta (Slika 44). Ovi

rezultati su u skladu sa rezultatima dobijenim Blast2GO analizom.
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A

Oksidativna fosforilacija:

Atp5i
Atp5pd
Ndufy2
Cox5b
Cox41l
Ugqerfsl
CoxSa
(80), ¢
Atp5cl
Ndufs2
Atp5f

Mitohondrijalni transport:

Atp5i1
AtpSpd
Sle25a4
Slc25al8
Slc25as
Stxn3
Cox5b
Sfxnl
Atp5cl
Atp5f

Mitohondrijlni transport:

Tomm70a  Mitochondrial import receptor subunit TOM70

AtpSb Mitochondrial membrane ATP synthase (F(1)F(0) ATP synthase or Complex V)
Neami  Hsp90aal — Heat shock protein HSP 90-alpha

@ Atp5al Mitochondrial membrane ATP synthase (F(1)F(0) ATP synthase or Complex V)

Hspdl 60 kDa heat shock protein, mitochondrial

ATP metabolic¢ki procesi:
Atp5b Mitochondrial membrane ATP synthase (F(1)F(0) ATP synthase or Complex V)

“\, bud Dihydrolipoyl dehydrogenase, mitochondrial
S \‘, Atp6v1b2  V-type proton ATPase subunit B, brain isoform
_______ S AtpSal Mitochondrial membrane ATP synthase (F(1)F(0) ATP synthase or Complex V)
Ogdh 2-oxoglutarate dehydrogenase, mitochondrial

Sic25a18

ATP synthase subunit e, mitochondrial

Cytochrome ¢ oxidase subunit 5B, mitochondrial
Cytochrome ¢ oxidase subunit 4 isoform 1, mitochondrial
Cytochrome b-c1 complex subunit Rieske, mitochondrial
Cytochrome ¢ oxidase subunit SA, mitochondrial
Cytochrome ¢ oxidase 2

ATP synthase subunit gamma, mitochondrial

ATP synthase F(0) complex subunit B1, mitochondrial

ATP synthase subunit e, mitochondrial
Mitochondrial membrane ATP synthase (F(1)F(0) ATP synthase or Complex V) esmu
Mitochondrial ADP/ATP transport Ywhae

Mitochondrial glutamate carrier 2 -

ADP/ATP translocase 2

Mitochondrial serine transporter

Cytochrome ¢ oxidase subunit 5B, mitochondrial

Mitochondrial serine transporter

ATP synthase subunit gamma, mitochondrial

ATP synthase F(0) complex subunit B1, mitochondrial

KEGG: Oksidativna fosforilacija

Slika 44. STRING grafi¢ki prikaz interakcija proteina povecane (A) i smanjene (B)

ekspresije u NSM socijalno izolovanih Zivotinja.

Tretman tianeptinom je u NSM kontrolnih Zivotinja doveo do viSestrukog povecanja

ekspresije proteina (Tabela 11).
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Tabela 11. Lista deregulisanih proteina u NSM kontrolnih Zivotinja nakon hroni¢nog tretmana

tianeptinom (KT vs. K).

UniPrOt.KB Proteini prekIS[;ijenih jedinlztr\./enih Nivo

pristupni br. neptida peptida promene
P29419 ATP synthase subunit e, mitochondrial 3 5 10,29
P04797 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 2 2 5,89
P15999 ATP synthase subunit alpha, mitochondrial 2 2 5,87
MOR7G4 MICQOS complex subunit 2 3 5,26
QU0L2 i subun mitochondrial ? 3 438
P63319 Protein kinase C gamma type 2 2 4,22
D37S58 gﬁ&l—r:]gfehxygsggi?fze [ubiquinone] 1 alpha 3 4 2,63
P63039 60 kDa heat shock protein, mitochondrial 4 5 2,32
QB6HF1 SNuﬁLIanI;Lunki:?:ggggsr?gldoreductase 75 kDa 4 4 2,24
Q9ER34 Aconitate hydratase, mitochondrial 2 3 2,06
Q3KR86 MICOS complex subunit Mic60 2 2 1,77

Proteini smanjene ekspresije

Q63965 Sideroflexin-1 3 5 0,36
P32551 Cytochrome b-c1 complex subunit 2, 5 6 0,31

mitochondrial

Prema STRING bazi, proteini povecane ekspresije su pokazali znacajno viSe interakcija od
ocekivanog, sa ATP metabolizmom kao najznac¢ajnije pogodenom procesu, dok je KEGG pokazao

znacaj puta oksidativne fosforilacije (Slika 45).

ATP metabolizam:

Atp5a1 ATP synthase subunit alpha, mitochondrial

Atp5i ATP synthase subunit e, mitochondrial

Gapdh Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

Ndufs1 NADH-ubiquinone oxidoreductase 75 kDa subunit

Sdha Succinate dehydrogenase [ubiquinone]
flavoprotein subunit

Ndufa2 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha
subcomplex subunit 2

ATP metabolicki proces KEGG: Oksidativna fosforilacija

Vamp2

. .
S -
. E® o
% o K_\
R R i a A

A 4

Slika 45. STRING graficki prikaz interakcija izmedu proteina poveéane ekspresije
nakon tretmana tianeptinom u kontrolnim Zivotinjama.
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U NSM IS Zivotinja, tianeptin je, kao i u kontrolnoj grupi, uslovio visestruko povecanje

ekspresije najveceg broja deregulisanih proteina (Tabela 13).

Tabela 13. Lista deregulisanih proteina u NSM hroni¢no socijalno izolovanih zivotinja nakon

hroni¢nog tretmana tianeptinom (IST vs. IS).

. Br. Br. .
UplProt}(B Proteini preklopljenih | jedinstvenih Nivo
pristupni br. peptida peptida promene

P20788 C)_/tochromg b-c1 complex subunit Rieske, 2 5 4,56
mitochondrial

P16036 Phosphate carrier protein, mitochondrial 2 5 4,19

Q6IE46 Serine protease inhibitor Kazal-type 14 2 8 3,67

070351 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase type-2 2 2 3,56

Q9Z2L0 Volta_ge—dependent anion-selective channel 2 4 2,78
protein 1

P81155 Volta_ge—dependent anion-selective channel 2 5 2,70
protein 2

P29419 ATP synthase subunit e, mitochondrial 2 9 2,59

P11240 Cytochromg ¢ oxidase subunit 5A, 3 6 2,58
mitochondrial

P23565 Alpha-internexin 2 2 2,55

Q811P6 Dimethyladenosine transferase 1, mitochondrial 5 7 2,44

Q06647 ATP synthase subunit O, mitochondrial 3 7 1,93

P04636 Malate dehydrogenase, mitochondrial 5 6 1,92

Q09073 ADP/ATP translocase 2 3 4 1,67

Proteini smanjene ekspresije

P26284 Pyruvate deh_ydrogenas_e El com_ponent subunit 5 8 0,45
alpha, somatic form, mitochondrial

P10860 Glutamate dehydrogenase 1, mitochondrial 2 3 0,22

Proteini povecane ekspresije pokazali su znaCajno viSe interakcija u domenu procesa

transmembranskog transporta jona i/ili ATP metabolizma (Slika 46).

e ~ ATP metabolizam
Transmembranski transport jona i Man2 -7} — Corsa ‘\_‘f-\Spmk'u/
ATP metabolizam: L /! s

Atp5i ATP synthase subunit e S~ — N\
Atp50 ATP synthase subunit O
Cox5a Cytochrome c¢ oxidase subunit SA
Slc25a3 Phosphate carrier protein / 7o mﬂblm
Slc25a5  ADP/ATP translocase 2 ;
Vdac1 Voltage-dependent anion-selective channel protein 1 5 i
Vdac2 Voltage-dependent anion-selective channel protein 2 ["}\
ey

KEGG: Oksidativna fosforilacija s .
--------- d transmembranski transport jona

Slika 46. STRING graficki prikaz interakcija proteina povecane ekspresije u NSM
socijalno izolovanih Zivotinja nakon tretmana tianeptinom.
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Western blot analizom su validirane promene ekspresije ATP5a i VDAC1 u frakcijama
NSM. ANOVA je pokazala znacajne efekte IS (F1.18=15,33; p<0,001) i tianeptin (F1.18=25,08;
p<0,001) na promene ekspresije ATP5a proteina (Slika 47A). IS i tianeptin su znacajno povecali
ekspresiju proteina (““p<0,001), a kod IST grupe uocava se i kumulativni efekat ("p<0,05).

Za promene ekspresije VDAC1 ANOVA je pokazala znacCajan efekat IS (F1.15=49,22;
p<0,001), tianeptin (F1.15=83,89; p<0,001) i kombinovanog delovanja IS x tianeptin (F1.15=47,09;
p<0,001) (Slika 47B). Statisticki znacajno povecanje je uoceno samo u IST grupi, u poredenju sa

IS (""p<0,001) i sa KT grupom (*#p<0,001).

A B
L2EQ L v g GO [ it
% O = 5 < ‘L
523 L= K KT IS IST
o -5 160 SD 400 [
M2 A O w2 S s e e ATPS0
0 =5 s 2 K
=< & s S IS == VDAC]1
=] N FESRTR——— -~
Sos A éo 200 -
o o & o) < -
St
Veh Tian Veh Tian

Slika 47. Validacija rezultata izmenjene ekspresije ATP5a (A) i VDACI1 (B). Broj
Zivotinja po grupi n =4 - 5. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost £ SEM.

Hroni¢ni tretman fluoksetinom je, kao i u slu€aju tianeptina, uglavnom uticao na povecanje

ekspresije proteina NSM kontrolnih Zivotinja (Tabela 14).

Tabela 14. Lista deregulisanih proteina u NSM kontrolnih Zivotinja nakon hroni¢nog tretmana
fluoksetinom (KF vs. K).

U_anrot_KB Proteini preklggijenih jedinEtr\}enih Nivo

pristupni br. beptida oeptida promene
B7X613 C38 protein 4 4 8,49
G3Vv6D3 ATP synthase subunit beta 33 32 4,63
G3V733 Synapsin I, isoform CRA _a 3 3,97
RIPXR4 Mitochondrial import receptor subunit T 6 3,78
Q794F9 4F2 cell-surface antigen heavy chain 3 3 3,49
Q6PIT8 Tubulin beta-4B chain 17 1 3,19
G3V936 Citrate synthase 8 7 3,09
Q5XING LETMl anq EF-hand domain-containing protein 1, 5 5 3,00

mitochondrial

V9GZ85 Actin, cytoplasmic 2 19 13 3,06
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Q2TA68
P53534
Q9QULSG
P09951
P61765
D4A133
Q09073
P32736
Q9ER34

P14882

G3V6P2

Q52KS1
P60203

F7FKI5

pP21707
P07323
G3v741
P63018
P11884
F1LXO07
AOA0G2K943

Q99NAS

AOA097BVJ5

AOAO0G2KANT7
P32551
P0O7335

P14408-2
P21575-3

P08461

B2GV33
P10860
P05708
P48721

P51650

P82995
P11442

Dynamin-like 120 kDa protein, mitochondrial
Glycogen phosphorylase, brain form (Fragment)
Vesicle-fusing ATPase

Synapsin-1

Syntaxin-binding protein 1

Protein Atp6vla

ADP/ATP translocase 2

Opioid-binding protein/cell adhesion molecule

Aconitate hydratase, mitochondrial

Propionyl-CoA carboxylase alpha chain,
mitochondrial

Dihydrolipoamide S-succinyltransferase (E2
component of 2-oxo-glutarate complex), isoform
CRA_a

ATP-dependent 6-phosphofructokinase
Myelin proteolipid protein

Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit
alpha

Synaptotagmin-1

Gamma-enolase

Phosphate carrier protein, mitochondrial
Heat shock cognate 71 kDa protein
Aldehyde dehydrogenase, mitochondrial
Protein Slc25a12

AP-2 complex subunit alpha-2

Isocitrate dehydrogenase [NAD] subunit alpha,
mitochondrial

2’,3’-cyclic nucleotide 3’ phosphodiesterase
transcript variant 1

Glutaminase kidney isoform, mitochondrial

Cytochrome b-c1 complex subunit 2, mitochondrial

Creatine kinase B-type

Isoform Cytoplasmic of Fumarate hydratase,
mitochondrial

Isoform 3 of Dynamin-1

Dihydrolipoyllysine-residue acetyltransferase
component of pyruvate dehydrogenase complex,
mitochondrial

Maoa protein (Fragment)

Glutamate dehydrogenase 1, mitochondrial
Hexokinase-1

Stress-70 protein, mitochondrial

Succinate-semialdehyde dehydrogenase,
mitochondrial

Heat shock protein HSP 90-alpha
Clathrin heavy chain 1
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3,02
3,00
2,99
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2,91
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2,84
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2,60

2,59

2,58
2,52
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2,27
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Sodium/potassium-transporting ATPase subunit

P06686 28 11 1,80
alpha-2
Guanine nucleotide binding protein beta 2
Q45QL6 (Fragment) 4 2 1,80
D3zQD3 2-oxoglutarate dehydrogenase, mitochondrial 5 3 1,78
Q92012 Succmate c_jehydroggnase [ubiquinone] flavoprotein 16 14 1,75
subunit, mitochondrial
Q4QRB4 Tubulin beta-3 chain 15 1 1,73
PO668T Sodium/potassium-transporting ATPase subunit 26 8 1.72
alpha-3
P61265 Syntaxin-1B 8 7 1,71
Q6P6R2 Dihydrolipoyl dehydrogenase, mitochondrial 14 13 1,64
QB6HF1 NADH-ublgumone oxidoreductase 75 kDa subunit, 28 26 1,60
mitochondrial
Q5EB49 Enolase 1, (Alpha) 8 7 1,59
P07323 Gamma-enolase 7 5 1,56
P52873 Pyruvate carboxylase, mitochondrial 9 9 1,53
Q05962 ADP/ATP translocase 1 4 1 1,53
Q6IFU9 Protein Krt16 6 2 1,51
P59215 Guanine nucleotide-binding protein G(0) subunit 11 8 1,49
alpha
Proteini smanjene ekspresije
P01830 Thy-1 membrane glycoprotein 2 0,79
Q6P9V9 Tubulin alpha-1B chain 3 3 0,40
Dihydrolipoyllysine-residue succinyltransferase
Q01205 component of 2-oxoglutarate dehydrogenase 5 4 0,19

complex, mitochondrial

Bioinformatska analiza izmenjenih proteina u NSM nakon tretmana fluoksetinom pokazala
je da su bioloske funkcije dominantno promenjene usled povecanja ekspresije proteina vezane za
signalizaciju kao i organizaciju ¢elijskih komponenata (Slika 48). Sa druge strane, smanjenje
ekspresije proteina utice jednako na veci broj bioloskih procesa, posebno lokalizacije i organizacije
¢elijskih komponenata.

U ovim uzorcima uocen je veci broj interakcija od ocekivanog medu proteinima povecane

ekspresije, a posebno pogodenim su Krebsov ciklus i mitohondrijalni transport (Slika 49).
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bioloska regulacija

procesi jednog organizma
lokomocija

signalizacija

odgovor na stimulus

procesi viSe organizama
regulacija bioloskih procesa R —
organizacija ¢elijskih komponenata ——
metaboli¢ki procesi
procesi razvoja
bioloska adhezija
¢elijski procesi

procesi imunog sistema
lokalizacija 33

Broj proteina

Slika 48. Graficki prikaz moguce izmenjenih bioloskih procesa na osnovu broja

proteina povecane, odnosno smanjene ekspresije nakon tretmana fluoksetinom.

Graol

" TCA ciklus:

Fh Fumarate hydratase, mitochondrial

Dist Dihydrolipoyllysi idue succinyl ferase
component of 2-oxoglutarate dehydrog pl

syn2

Idh3a  Isocitrate Dehydrogenase (NAD(+)) 3 Catalytic
Subunit Alpha

Sdha  Succinate dehyd [ubiquinone] flavop

subunit, mitochondrial
Aco2  Aconitate hydratase, mitochondrial
Pdhal  Pyruvate Dehydrogenase E1 Subunit Alpha |
Dlat Dihydrolipoamide S-acetyltransferase
CS Citrate synthase. mitochondrial

Mitohondrijalni transport:

@mw Tomm70a Mitochondrial import receptor subunit TOM70

AtpSb Mitochondrial membrane ATP synthase (F(1)F(0)
ATP synthase or Complex V)

Hsp90aal  Heat shock protein HSP 90-alpha
Slc25a4  ADP/ATP translocase 1
Sle25a5  ADP/ATP translocase 2

Ugere2 Cytochrome b-c1 complex subunit 2, mitochondrial
- Letml Mitochondrial proton/calcium exchanger protein

Cnp 2'3"-cyclic-nucleotide 3'-phosphodi as¢

Opal Dynamin-like 120 kDa protein, mitochondrial

KEGG: TCA ciklus, metabolizam Glu/GlIn

Slika 49. STRING grafic¢ki prikaz interakcija izmedu proteina povecane ekspresije u
kontrolnoj grupi zivotinja nakon tretmana fluoksetinom.
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Fluoksetin je kod socijalno izolovanih Zivotinja delovao isklju¢ivo povecéavajuci ekspresiju

proteina (Tabela 15).

Tabela 15. Lista deregulisanih proteina u NSM hroni¢no socijalno izolovanih zivotinja nakon

hroni¢nog tretmana fluoksetinom (ISF vs. IS).

UniProt}(B Proteini preklggijenih jedin%’cr\}enih Nivo

pristupni br. peptida peptida promene
P63039 60 kDa heat shock protein, mitochondrial 6 4 6,14
P09606 Glutamine synthetase 1 1 5,36
Dazess | eDH g (nene FeSpns | ¢ s
G3V6H5 Mitochondrial 2-oxoglutarate/malate carrier protein 4 4 4,16
P13086 asllz)%ce;,nx:i_t(c:)ghAo::gﬁz? Eﬁ%P/GDP-formmg] subunit 3 3 3,44
Q06647 ATP synthase subunit 13 13 341
AOAO0G2K5L2 = Protein LOC100911440 6 5 3.3
G3Vv6D3 ATP synthase subunit beta 22 10 3,29
P32551 Cytochrome b-c1 complex subunit 2, mit 12 11 2,93
P00507 Aspartate aminotransferase, mit 13 12 2,74
D4A5L9 Protein LOC679794 4 4 2,64
Q5X178 2-oxoglutarate dehydrogenase, mit 7 3 2,6
G3V936 Citrate synthase 11 11 2,59
B2RZ24 Succinyl-CoA ligase subunit beta (Fragment) 4 4 2,58
P67779 Prohibitin 3 3 2,39
AOAQG2KB63 = Prohibitin-2 8 8 2,37
P19511 ATP synthase F(0) complex subunit B1, mit 8 8 2,36
D3ZE15 Protein LOC100911483 4 4 2,3
B2GUZ3 Mthfd1l protein 3 2 2,22
Q5RK08 Glioblastoma amplified sequence 4 4 2,22
Q6P6R2 Dihydrolipoyl dehydrogenase, mitochondrial 14 14 2,21
D3ZWT8 ATP synthase subunit d, mitochondrial 2 2 2,2
P11240 Cytochrome ¢ oxidase subunit 5A, mitochondrial 3 3 2,2
AOA0G2JVH4  MICOS complex subunit MIC60 14 14 2,19
G3Vv741 Phosphate carrier protein, mitochondrial 10 10 2,17
Q9ER34 Aconitate hydratase, mitochondrial 22 22 2,16
Q216B2 V-type proton ATPase subunit a 11 10 2,11
F1LXO07 Protein Slc25a12 15 14 2,06
G3Vv945 Aldehyde dehydrogenase family 5, subfamily Al 6 6 2,03
P35435 ATP synthase subunit gamma, mitochondrial 5 5 2,03
Q6P9Y4 ADP/ATP translocase 1 9 6 2,03
P10888 Cytochrome c oxidase subunit 4 isoform 1, mit 10 9 2
Q8CFDO Sideroflexin-5 3 2 1,93
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F1LPG5 Protein Ndufb4 3 2 1,91
F1LPM4 Amine oxidase [flavin-containing] B 5 3 1,91
P11275 ICia;ll(j:)uurrr:i/tcflllmodulin-dependent protein Kinase type 7 2 1,01
I1T7F1 Amino acid transporter 4 4 1,9
AOAO0G2JTL5 | Pyruvate carboxylase, mitochondrial 7 7 1,89
Q09073 ADP/ATP translocase 2 5 3 1,89
F1LQJ7 Protein Pck2 3 3 1,84
Q9Z2L0 Voltage-dependent anion-selective channel protein 1 9 9 1,83
P81155 Voltage-dependent anion-selective channel protein 2 7 6 1,82
B2RYT5 Cox7az2l protein 2 2 1,81
QB6HFL rl:ljﬁ(liﬁ(—)m;ﬁir?:linone oxidoreductase 75 kDa subunit, 30 25 181
B2GV33 Amine oxidase [flavin-containing] 7 6 1,8
F1M953 Stress-70 protein, mitochondrial 16 15 1,72
Dihydrolipoamide S-succinyltransferase (E2
G3V6P2 component of 2-oxo-glutarate complex), isoform 8 8 1,71
CRA a
P06686 Sodium/potassium-transporting ATPase subunit a-2 29 15 1,7
P59215 Guanine nucleotide-binding protein G(0) subunit o 9 8 1,69
F7FKI5 Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit o 13 10 1,66
AOA097BVI5 tzra:; s%(;tl(\:/ Z:Jig:]etoiude 3' phosphodiesterase 5 4 1,65
P05708 Hexokinase-1 30 7 1,64
Q5XIH3 NADH dehydrogenase (Ubiquinone) flavoprotein 1 10 9 1,64
P11951 Cytochrome c oxidase subunit 6C-2 4 4 1,6
P34058 Heat shock protein HSP 90-beta 10 6 1,59
F1LN88 Aldehyde dehydrogenase, mitochondrial 3 3 1,57
P04636 Malate dehydrogenase, mitochondrial 18 16 1,56
F1L081 g—qe:z:maleimide sensitive fusion protein, isoform 10 9 155
P62815 V-type proton ATPase subunit B, brain isoform 7 7 1,55
Dihydrolipoyllysine-residue acetyltransferase
P08461 component of pyruvate dehydrogenase complex, 15 15 1,54
mit
D3ZAl6 Protein Nt5dc3 7 7 1,53
P15999 ATP synthase subunit alpha, mitochondrial 39 37 1,52
P10860 Glutamate dehydrogenase 1, mitochondrial 28 27 1,51
P49432 Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit f3, 7 7 15

mit

Povecanjem ekspresije proteina u NSM, fluoksetin je delovao moguc¢om stimulacijom

nekoliko bioloskih procesa, kao $to su transportni procesi, oksido-redukcioni procesi, regulacija
transporta, kao i stimulacija energetski vaznih procesa, poput TCA ciklusa i oksidativne
fosforilacije (Slika 50).
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Slika 50. Graficki prikaz moguce deregulisanih bioloskih procesa na osnovu broja
deregulisanih proteina u NSM kod socijalno izolovanih Zivotinja nakon tretaman
fluoksetinom.

Izmedu deregulisanih proteina uoceno je znafajno vise interakcija, a najvisSe izmenjeni

procesi su mitohondrijalni transport i Krebsov ciklus (Slika 51).

Mitohondrijalni transport:

AtpSo ATP synthase subunit O, mitochondrial
Atp5b ATP synthase subunit beta, mitochondrial
Atp5pd ATP synth subunit d, mitochondrial
Sle25a4 ADP/ATP translocase 1

Sle25a18  Mitochondrial glutamate carrier 2

Sle25a5 ADP/ATP translocase 2

Ugere2 Cytochrome b-cl iplex subumit 2, 1 ial
Atpsal Atp synthase, alpha subunit 1

Cnp HCS2 neuropeptides

Atp5Scl ATP synthase subunit gamma, mitochondrial
Sfxns Sideroflexin-5

Hspdl 60 kDa heat shock protein, mitochondrial
Atp5f ATP synthase subunit delta, mitochondrial

TCA ciklus:

= waMdh2  Malate dehydrogenase, mitochondrial

Dist  2-oxoglutarate dehydrog E2

Suclgl  Succinate--CoA ligase subunit alpha

Pdhb  Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit beta
Aco2  Aconitate hydratase, mitochondrial

Pdhal  Pyruvate dehydrogenase el component alpha subunit
Dlat Pyruvate dehydrogenase e2 component

Cs Citrate synthase, mitochondrial

Ogdh  2-oxoglutarate dehydrogenase

KEGG: Oksidativna fosforilacija, TCA ciklus

Slika 51. STRING graficki prikaz interakcija izmedu proteina poveéane ekspresije u
NSM socijalno izolovanih Zivotinja nakon tretmana fluoksetinom.
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5.4. Metabolomska analiza hipokampusa

5.4.1. Obrazac metabolomskih promena

Kao interna kontrola u metabolomskoj analizi korii¢en je deuterisani standard alanina (d*— alanin).
Saglasno sa dostupnim podacima u NIST bazi podataka, GCxGC-MS spektrom je potvrdeno
prisustvo koris¢enog internog standarda na retencionom vremenu (rt) rt1 = 16,8 sirt2 = 0,66 s, sa

osnovnim jonom na 120 m/z (Slika 52).
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Slika 52. Preklopljeni maseni spektar d* — alanina, dobijen GCxGC-MS analizom
(plavi signal), sa spektrom d*— alanina, dostupnim u NIST biblioteci (ljubigasti signal).

Prikaz reprezentativnih GCxGC spektara svih grupa uzoraka dat je na Slici 53.
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Slika 53. Prikaz reprezentativnih GCxGC spektara analiziranih uzoraka hipokampusa
iz svake eksperimentalne grupe.

Na osnovu visine pika dobijenog spektra za interni standard u svakom od uzoraka, koja
predstavlja merilo intenziteta, tj. koncentracije internog standarda, uradena je relativna
kvantifikacija metabolita detektovanih u vidu blobova. Za medugrupna poredenja, prikazan je
odnos srednjih vrednosti pojedinacnih metabolita izmedu grupa. Rezultati poredenja prikazani Su
u Tabeli 16.
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Tabela 16. Lista izmenjenih metabolita u hipokampusu pacova, nakon izlozenosti stresu hroni¢ne socijalne izolacije i/ili nakon

hroni¢ne primene tianeptina ili fluoksetina, statisti¢ki obradeni primenom t-testa.

ISvs. K KT vs. K IST vs. IS KF vs. K ISF vs. IS
Metabolit
promena p promena p promena p promena p promena p
Glycine, trimethylsilyl ester 0,10 0,041 0,19 0,088 1,29 | 0344 | 1,00 0,988

Glycine, N-[(3a,58,7a,120)-24-0X0-
3,7,12-tris[(trimethylsilyl)oxy]cholan-
24-yl]-, methyl ester, Methyl
glycocholate

L-Valine, N-[N,O-bis(2,4-
dinitrophenyl)-L-tyrosyl]-, methyl ester
Hematoporphyrin 0,29 0,014 0,56 0,088 | 0,93 0,862
6-Methyl-2-0x0-4-(3-trifluoromethyl-
phenyl)-1,2,3,4-tetrahydro-pyrimidine-
5-carboxylic acid 2-methylsulfanyl-
ethyl ester

D-Allofuranose,
pentakis(trimethylsilyl) ether

0,22 0,074 1,47 0,880 2,40 0,060 1,30 0,709 1,03 0,948

0,24 0,042 0,50 0,122 0,69 0,088 0,75 0,414 1,21 0,539

0,38 0,049 0,40 0,046 1,44 0,282 0,96 0,922 0,57 0,262

0,39 0,048 0,92 0,819 1,48 0,297 0,57 0,496

Silane, (2-furanylmethoxy)trimethyl- 0,43 0,006 0,95 0,900 1,10 0,120 1,14 0,448
D-Glucopyranose, 2-(acetylamino)-2-
deoxy-1,3,4,6-tetrakis-O- 0,46 0,051 0,78 0,380 1,32 0,206 1,37 0,064

(trimethylsilyl)-

Phosphoric acid,
bis(trimethylsilyl)monomethyl ester
17-(1,5-Dimethylhexyl)-10,13-
dimethyl-
2,3,4,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17- 0,48 0,479 2,20 0,560 1,77 0,024
tetradecahydro-1H-
cyclopenta[a]phenanthren-3-ol
Silane, trimethylphenoxy- 0,48 0,058 0,83 0,662 1,11 | 0,688 | 0,99 0,970
2-Pyrrolidone-5-carboxylic acid,
trimethylsilyl ester, Pyroglutamic acid
a-D-Glucopyranoside, methyl 2-
(acetylamino)-2-deoxy-3-0O- 0,53 0,221 1,65 0,177 2,15 0,014 1,25 0,221 0,55 0,004
(trimethylsilyl)-, cyclic methylboronate

0,46 0,042 0,87 0,615 1,23 0,370 1,22 0,370

0,52 0,131 1,03 0,922 1,60 0,024 1,19 0,455 1,24 0,348
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Butanoic acid, 4-

[[(trimethylsilyl)oxy]methyl]ethyl ester

[bis(trimethylsilyl)amino]-, 0,54 0,012 0,83 0,420 1,32 0,044 0,89 0,712 1,16 0,204
trimethylsilyl ester, GABA

N-Trimethylsilyl-2-pyrrolidinone 0,69 0,093 1,22 0,447 1,45 0,101 1,04 0,885 0,65 0,054
2-Butenoic acid, 2-

[(trimethylsilyl)oxy]-, trimethylsilyl 0,71 0,015 1,07 0,759 1,21 0,071 1,02 0,904 1,12 0,242
ester, 2-Ketobutyric acid, enol, di-TMS

10,12-Docosadiynedioic acid ditms 0,74 0,329 1,85 0,041 1,51 0,283 0,91 0,766 2,00 0,166
Butanedioic acid, [(trimethylsilyl)oxy],

bis(trimethylsilyl) ester, Malic acid 0,80 0,203 0,94 0,626 1,35 0,099 1,06 0,740 0,72 0,012
(tms)

Xylazine 0,82 0,332 2,39 0,000 2,32 0,020 2,04 0,069 1,98 0,008
Cholesterol trimethylsilyl ether 0,83 0,373 1,44 0,400 1,27 0,005

Norketamine 0,84 0,725 1,60 0,200 3,54 0,005 0,31 0,018
1,5-Anhydro-D-sorbitol,

tetrakis(trimethylsilyl) ether 0,84 0,630 1,38 0,318 1,51 0,021 0,87 0,689

Glycerol, tris(trimethylsilyl) ether 0,85 0,340 1,07 0,763 1,04 0,626 0,91 0,363 0,44 0,000
3-Oxaoct-4-en-2-imine, N- 08 | 0412 | 123 |o0322| 131 |o0018| 119 | 0348| 112 | 0083
trimethylsilyl-4-trimethylsilyloxy-

1-Methyl-N,N-bis(trimethylsilyl)-4-

[(trimethylsilyl)oxy]-1H-imidazol-2- 08 | 0458 | 124 | 0380 | 141 |oos2| 112 | 0416| 087 | 0243
amine, Creatinine, N,N,O-

tris(trimethylsilyl)-

N,O,O-Tris(trimethylsilyl)-L-threonine 0,89 0,521 1,31 0,222 1,37 0,055 0,85 0,337 0,96 0,555
Arachidonic acid, trimethylsilyl ester 0,92 0,661 1,37 0,042 1,27 0,109 1,02 0,930 0,60 0,002
Myo-Inositol, 1,2,3,4,5,6-hexakis-O- 106 | 0767 | 093 | 0444 | 041 |0016| o021 | 0007| 104 | 0694
(trimethylsilyl)-

Cholestane-3,5-diol, 5-acetate, (38,5a)- 1,12 0,809 3,27 0,061 2,07 0,016

Ketamine 1,13 0,770 2,45 0,044 2,56 0,009 1,08 0,850 2,33 0,012
N-Acetyl glucosamine methoxime, 120 | 0653 | 357 | 0047 | 163 |0173| o068 | 0462| 102 | 0962
tetrakis(trimethylsilyl)

Butanedioic acid, bis(trimethylsilyl) 158 | 0116 | 181 | 0047 | 082 |0201| 110 | 0585

ester, Succinic acid, di-TMS

9-Octadecenoic acid, 2-

[(trimethylsilyl)oxy]-1- 2,12 0,016 1,47 0,268 0,73 0,130 1,10 0,838
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trans-13-Octadecenoic acid,

- . 2,22 0,047 0,76 0,503 0,48 0,030 0,88 0,852 1,63 0,633
trimethylsilyl ester
Ethyl iso-allocholate 7,84 0,002 1,02 0,982 0,72 0,355 2,46 0,102 0,83 0,744
Stearic acid, 2-(1-octadecenyloxy)ethyl 12.81 0,031 0.65 0,142
ester, (2)-
I-Aspartic acid, bis(trimethylsilyl) ester 3,62 0,024 0,59 0,349 1,16 0,870
2-Pyrrolidinone, 1-(9-octadecenyl)- 1,52 0,050 1,16 0,528
Pantothenic acid tritms 1,11 0,575 1,34 0,039
D-(+)-Arabitol, pentakis(trimethylsilyl) 0.76 0.245 145 0046
ether ’ ’ ’ '
trans-9-Octadecenoic acid, 022 | 0045 | 063 |0643| 068 | 0552 091 | 0872
trimethylsilyl ester
a-D-Glucopyranosiduronic acid, 3-(5-
ethylhexahydro-2,4,6-trioxo-5-
pyrimidinyl)-1,1-dimethylpropyl 2,3,4- 2,42 0,048 0,66 0,430
tris-O-(trimethylsilyl)-, methyl ester
N-Trimethylsilyl-methyl(n- 172 0.030
butyl)amine ' '
1,2,3-Propanetricarboxylic acid, 2-
[(trimethylsilyl)oxy]-,
tris(trimethylsilyl) ester, Citric acid, 137 0,013 116 0,564
tetrakis-TMS
n-Heptadecan-1,2-diol,bis-
(trimethylsilyl)ether 132 10027
2-Monostearin trimethylsilyl ether 1,28 0,007
20,3B-Diacetoxy-2-methoxy-2,3- 1,21
dihydrobiphenylene 0,033
L-Norvaline, N-(trimethylsilyl)-,
trimethylsilyl ester 1,13 0,051
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5.4.2. Multivarijantna obrada podataka metabolomske analize

Na Slikama 54, 55 i 56 dati su grafi¢ki prikazi rezultata PLS-DA analiza, gde svaka tacka

predstavlja funkciju celog spektra za svaki bioloski replikat u ispitivanoj grupi.

o o K Slika 54. Graficki prikaz PLS-DA izmedu
IS metabolomskih promena kontrolne i socijalno
) izolovane grupe Zivotinja.

o

Komponenta 1 (10,7 %)

4 2 0 2

Komponenta 2 (26,3 %)

A oK B o IS
o KT 4 IST

Komponenta 2 (16,5 %)
Komponenta 2 (15,2 %)

-4 2

[}
'
e

2 [‘) -1 (r) 1
Komponenta 1 (20,1 %) omponenta 1 (14,9 %)

Slika 55. PLS-DA graficki prikaz izmedu KT i K (A) i IST i IS (B) grupa Zivotinja.
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Slika 56. PLS-DA graficki prikaz izmedu KF i K (A) i ISF i IS (B) grupa zivotinja.

Pojedina¢ni doprinos svake promenljive, metabolomskom profilu razlika izmedu grupa,
baziran je na VIP vrednostima (VIP>1). Rezultati pokazuju najvece razlike izmedu grupe zivotinja
izlozenih stresu hroni¢ne socijalne izolacije i kontrolne grupe, $to je potvrdeno i najveCom
tacno$¢u modela na osnovu validacije ,,cros validation® pristupom (Tabela 17). Postoji i jasna
razlika izmedu grupa tretiranih lekovima. Medutim, validacijom modela za razdvajanje KF grupe
u odnosu na K, dobijaju se najmanje dobri rezultati, sto ukazuje na postojanje nedovoljno jasnih

metabolomskih razlika da bi nastao specifi¢an metabolomski profil razlika.

Tabela 17. PLS-DA ukrstena validacija podataka za izbor najboljeg klasifikatora.

Poredenje izmedu grupa

ISvs. K
KT vs. K
IST vs. IS
KF vs. K¢
ISF vs. IS

2 Valjanost fitovanja modela

b Prediktivna vrednost modela.

¢ Tacnost negativna.

Kao najbolji algoritam za klasifikaciju uzoraka u okviru MetaboAnalyst platforme pokazao se RF.

Performanse RF-bazirane klasifikacije izmedu eksperimentalnih grupa date su u Tabeli 18. Na

Br.
komponenata

5

A~ b w0
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osnovu procenjene gresSke klasifikacije, OOB greske, najtacnije grupisanje je moguce uraditi
izmedu IS i K grupe uzoraka, potom fluoksetinom ili tianeptinom tretiranih IS Zzivotinja. Kod IS
grupe, najvaznije prediktivne promenljive su GABA, etil izo-aloholat, 2-butenoi¢na kiselina (a-
ketobuterna kiselina) i oktadecenska kiselina. Klasifikaciji izmedu IST i IS grupe najvise
doprinose trans-13-oktadecenska kiselina, mio-inozitol, holestan-3,5-diol, 5-acetat i pantotenska
kiselina. U razlikovanju ISF od IS grupe, na osnovu RF Kklasifikatora, najveéi zna¢aj pokazuju
glicerol, glukopiranozid i malat. Sa druge strane, najslabije razdvajanje uocava se kod kontrola
tretiranih antidepresivima, posebno fluoksetinom. Razlike kod ovih grupa su male da bi bilo

moguce na osnovu njih uraditi klasifikaciju.

Tabela 18. Osobine klasifikatora zasnovanih na RF-u.

ISvs. K
gresSka 00B
15 < grupisanja  greska
IS 6 0 0,00
K 1 5 0,17 0.0833
KT vs. K
greska 0]0]2]
N X grupisanja  greska
KT 3 3 0,50
’ 0,50
K 3 3 0,50
IST vs. IS
greska 0]0]=]
IS 1S grupisanja  greska
IST 5 1 0,17
IS 1 5 0,17 0.167
KF vs. K
greska 00B
N X grupisanja greska
KF 0 6 1,00
K 5 1 0,83 0.917
ISF vs. IS
greska Oo0OB
ISF 1S grupisanja greska
ISF 5 0 0,00
' 1
IS 1 4 0,20 0.10

5.4.3. Pearson-ova korelacija metabolita i vremena imobilnosti

Izmedu svih identifikovanih metabolita uradena je Pearson-ova korelacija u odnosu na vreme

imobilnosti u testu prinudnog plivanja. Nekoliko jakih pozitivnih i negativnih korelacija je uo¢eno,
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cak 1 sa metabolitima koji nisu pokazali znac¢ajnu deregulaciju izmedu grupa. Medu najja¢im
znaCajnim Kkorelacijama su pozitivna korelacija sa mio-inozitolom 1 negativha sa
dokozaheksaenskom kiselinom (Tabela 19).

Tabela 19. Tabelarni prikaz statisticki znacajnih (p < 0,05) Pirsonovih korelacija u

opsegu Pirsonovog koeficijenta 0,4 < r < -0,4 izmedu nivoa metabolita i vremena
imobilnosti, odredenog u testu prinudnog plivanja.

Nivo metabolita vs. vreme imobilnosti koefi::ijent vrec?nost

Doconexent, Docosahexaenoic acid -0,706 0,003
Pentasiloxane, dodecamethyl- -0,653 0,002
a-D-Galactopyranose, 6-O-(trimethylsilyl)-, cyclic 1,2:3,4-bis(butylboronate) -0,653 0,004
Pidolic acid -0,611 0,005
Prostaglandin D(2), O,0O-bis(trimethylsilyl)-, trimethylsilyl ester -0,588 0,004
Hematoporphyrin -0,574 0,005
Methyltris(trimethylsiloxy)silane -0,569 0,006
Niacinamide -0,555 0,002
D-Glucopyranose, 2-(acetylamino)-2-deoxy-1,3,4,6-tetrakis-O-(trimethylsilyl)- -0,553 0,002
2-Monopalmitoylglycerol trimethylsilyl ether -0,549 0,012
Palmitelaidic acid, trimethylsilyl ester -0,545 0,005
Phosphoric acid, bis(trimethylsilyl)monomethyl ester -0,543 0,002
a-D-Glucopyranoside, methyl 2-(acetylamino)-2-deoxy-3-O-(trimethylsilyl)-, -0,541 0,002
cyclic methylboronate

2,2-Bipyridine -0,531 0,006
5,8,11,14-Eicosatetraynoic acid, tert-butyldimethylsilyl ester -0,515 0,050
GABA, Butanoic acid, 4-[bis(trimethylsilyl)amino]- -0,507 0,005
Benzene, 1,2,3-tris[(trimethylsilyl)oxy]- -0,506 0,006
D-(+)-Glucuronic acid t-lactone, tris(trimethylsilyl) ether, methyloxime (anti) -0,501 0,013
Silane, trimethyl(3-methylphenoxy)- -0,499 0,021
3-(2-Hydroxyethyl)imidazole-2-thione -0,483 0,014
Arachidonic acid, trimethylsilyl ester -0,479 0,009
3-Oxaoct-4-en-2-imine, N-trimethylsilyl-4-trimethylsilyloxy- -0,464 0,022
9,12,15-Octadecatrienoic acid, 2-[(trimethylsilyl)oxy]-1- -0,447 0,025
[[(trimethylsilyl)oxy]methyl]ethyl ester, (Z,2,2)-

Silane, trimethylphenoxy- -0,446 0,023
a-D-Galactopyranose, 1,2,3-tris-O-(trimethylsilyl)-, cyclic methylboronate -0,442 0,031
5-Methyluridine, tris(trimethylsilyl) deriv. -0,435 0,018
Arachidonoyl ethanolamide -0,416 0,025
Butanedioic acid, bis(trimethylsilyl) ester 0,478 0,021
O-Ethyl-N,N-bis(trimethylsilyl)hydroxylamine 0,513 0,021
Pyrazine, 2,5-bis(trimethylsilyloxy)- 0,525 0,021
Myo-Inositol, 1,2,3,4,5,6-hexakis-O-(trimethylsilyl)- 0,579 0,001
Stearic acid, 2-(1-octadecenyloxy)ethyl ester, (Z)- 0,579 0,019
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6. DISKUSIJA
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Cilj ove doktorske disertacije bio je ispitivanje proteomskih i metabolomskih promena u osnovi
ponasanja nalik depresivnom, kod pacova izazvanog hroni¢nim stresom socijalne izolacije i
delovanja antidepresiva fluoksetina i tianeptina. lako su ova dva antidepresiva suprotnog
mehanizma delovanja, klinic¢ke studije su pokazale priblizno jednaku uspesnost le¢enja depresije
i fluoksetinom (67 %) i tianeptinom (75 %), mehanizmom koji nije razjas$njen.®3! S obzirom da
lekovi deluju na veoma specifican i lokalizovan nacin, putem specijalizovanih receptora,
istrazivanje smo uradili na hipokampusu, mozdanom regionu bogatim serotoninskim
receptorima.®*? Pored toga, regulatorna uloga hipokampusa u funkcionisanju HPA ose u odgovoru
na stres, kao 1 morfoloske 1 funkcionalne promene kroz koje prolazi usled izloZenosti hroni¢nom
stresu, izdvojile su hipokampus kao region mozga od posebnog znacaja za istrazivanje depresije.

IzloZenost blagom hroni¢nom stresu i efikasno delovanje antidepresiva, ¢iji uticaj na
promene u ponasanju je vremenski odloZzen u 0dnosu na porast nivoa neurotransmitera u mozgu,
sugeriSu na vremenski zahtevne celijske promene, medu kojima je i de/re-regulacija na nivou
proteoma. Mnogi dokazi svedoCe o mitohondrijalnoj disfunkciji, ili poremecaju njihovog
transporta, kod razli¢itih poremeéaja ponaSanja, tako i depresije.843%3 Odredivanjem Gibsove
slobodne energije (AG®') mitohondrija, pokazano je da je AG®' NSM, koje su smeStene u telu
nervnih Celija i vezuju se za post sinapticke kompartamane, direktno vezana za sintezu proteina, i
da NSM, za razliku od sinaptickih mitohondrija, nisu u toj meri zavisne od dinamike svojstvene
sinapsama.®® U prethodnim studijama je pokazan selektivni uticaj fluoksetina na energetski
metabolizam somatskih i sinaptickih mitohondrija u korteksu, kroz promene u aktivnosti
ukljuenih enzima.®* Iz tog razloga je proteomska analiza uradena u izolovanim i pre¢i$¢enim

frakcijama citosola i NSM hipokampusa, ¢ija relativna ¢istoca je dokazana Western blot metodom.

6.1. Molekulske promene u hipokampusu Zivotinja izlaganih hroni¢nom stresu

socijalne izolacije

Rezultati testova ponaSanja koriS¢eni su kao parametar za grupisanje Zivotinja. Smanjenje
preferencije ka saharozi, kao i povecanje imobilnosti pacova u testu prinudnog plivanja, ukazali
su na uspesSnost tri 1 Sest nedelja socijalne izolacije u izazivanje anhedonije i stanja oc¢aja kod
pacova, §to je iskoris¢eno kao merilo ponasanja nalik depresivnom.3® Takode, anksiozni efekat

socijalne izolacije pokazan je poveéanjem broja zakopanih klikera. Vrac¢anje ponasanja kod
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socijalno izolovanih Zivotinja upotrebljeno je kao kriterijum antidepresivne uspeSnosti tianeptina
1 fluoksetina nakon hroni¢ne primene.
Bioinformati¢ka obrada rezultata proteomske analize pokazala je da je hroni¢na socijalna

izolacija uticala na deregulaciju nekoliko bitnih biohemijskih puteva.

Citosol

Stres hroni¢ne socijalne izolacije je u citosolu deregulisao organizaciju mikrotubula citoskeleta i
proces sklapanja proteinskih kompleksa. U prilog narusene plasticnosti govori i dvostruko
smanjena ekspresija kljuénog proteina u ovom procesu i proteina neophodnog za meducelijsku

komunikaciju i ¢elijski rast: neuralni adhezioni molekul 1 (NCAM1). NCAM je jedan od

najzastupljenijih adhezionih molekula u ekscitatornim sinapsama hipokampusa. Studije su
pokazale da deficijencija ovog proteina uzrokuje ponasanje nalik depresivnom, i narusava
spacijalno udenje i istrazivacko ponasanje kod miseva.336:3%" Narugeno paméenje kod depresivnog
poremecaja vezuje se za ulogu NCAML1 proteina, za koji je pokazana evolutivna konzerviranost u
pogledu znacaja za proces pamcenja.®*® S obzirom da je citoskeletna organizacija proces usko
vezan sa plasticnos¢u mozda, kao i da je ekspresija NCAM proteina pod kontrolom HPA osa, ovaj
vid deregulacije ukazuje na poremecaj neuplasticnosti u hipokampusu, usled alosterickog
opterecenja zbog produzene izloZenosti stresu.

Jedna od izoformi NCAM proteina usidrava se u membranu preko glikozil-fosfatidil
inozitola, pri ¢emu je jedan od delova te kompleksne strukture i fosfoetanolamin.339-34
Najizrazenija proteinska promena je visestruko povecanje ekspresije proteina uklju¢enog u

metabolizam inozitola: inozitol 3,4-bifosfat 4-fosfataza. Ovaj enzim katalizuje reakciju nastajanja

inositol-3-fosfata. Sa druge strane, metabolomska analiza je pokazala da nema promena u nivou
mio-inozitola u hipokampusu socijalno izolovanih zivotinja. Proizvod delovanja ove fosfataze je

stvaranje fosfatnih grupa, ali je u IS grupi uoceno dvostruko smanjenje fosforne kiseline u odnosu

na kontrolu.
Monoaminska teorija je najduze istraZivana patobiohemijska osnova depresije, a smanjena
koncentracija monoamina njeno je obelezje. Sinteza monoamina zavisi ne samo od ekspresije

kljuénih enzima, nego i prisustva kofaktora koji reguliSu njihovu akivnost. Dihidrobiopterin

reduktaza je enzim sa klju¢nom ulogom u procesu regeneracije tetrahidrobiopterina (THBP),

kofaktora hidroksilaza aromati¢nih aminokiselina, enzima vaznih za sintezu tirozina, dopamina,
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adrenalina, noradrenalina i serotonina, kao i za aktivnost azot(l1)-oksid sintaze (NOS).3#2 Cinjenica
da je socijalna izolacija gotovo dvostruko smanjila nivo ekspresije ovog enzima, govori o
poremecajima puta u sintezi glavnih medijatora informacija u mozgu i ide u prilog monoaminskoj
teoriji depresije. Postoje dokazi koji ukazuju na smanjen nivo THBP u cerebrospinalnoj te¢nosti
kod depresivnog pacijenta.>*® Suplementacija ovim kofaktorom, ili analognom supstancom
(sapropterin), mogla bi doprineti olakSavanju simptoma depresije, §to je u nekim slucajevima i
potvrdeno.** Na nivo monoamina u mozgu uti¢e i monoaminooksidaza (MAO), ¢&ije povecanje od
30 % je pozitron emisionom tomografijom pokazano kod depresivnih pacijenata.3*® Saglasno ovim
rezultatima, pokazali smo da socijalna izolacija skoro trostruko povecava ekspresiju MAO-A u
NSM, c¢ijom aktivnoséu se predvida pad u nivou monoamina, §to je jedno od obelezja
monoaminske teorije depresije.

Hroni¢ni psihosocijalni stres utiCe na veze u mozgu i metabolomske promene Kkoje su
uporedljive sa onima kod ljudi,'®> a medu njima i na veéu potrebu za glukozom, ali manju
iskoristivost iste.*® Usled uzloZenosti hroni¢nom stresu, citosolni glikoliti¢ki put je deregulisan.

Drugi enzim glikolitickog puta, ali i glukoneogeneze, glukozo-6-fosfat izomeraza je dvostruko

viSe eksprimiran, dok je nivo enzima glukozo-1,6-bifosfat sintaze smanjen, ¢ime se smanjuje

potrosnja 1,3-difosfoglicerata, supstrata glavnog glikolitickog puta, kao i piruvat kinaza, poslednji
enzim glikolitickog puta koji katalizuje ireverzibilnu reakciju stvaranja piruvata. U prilog tome

govori i deregulacija insulin degradiraju¢eg enzima (IDE), §to ukazuje na hiperinsulinemiju i

povecanu potrosnju glukoze. Medutim, ceo proces pojacane signalizacije insulina pracen je

smanjenjem ekspresije 3-fosfoinozitid-zavisne protein kinaze 1, enzima znacajnog u nishodnoj

signalizaciji insulina, puta kojim se stimuliSe preuzimanje glukoze i aminokiselina, Kao i
prezivljavanje Celija. Na smanjenje ekspresije ovog enzima moze uticati i povecano nastajanje,

time i hipersignalizacija, inositol-3-fosfata, kao posledica visestrukog povecanja ekspresije

fosfatidil-3,4-bisfosfat 4-fosfataze. Glikoliza je jedan od dva kljuéna metabolicka procesa za
proizvodnju energije u organizmu. Stimulisanjem ovog procesa trosi se dostupna glukoza, ali i
energetske rezerve poput masnih kiselina, ili proteina.

Rezultati metabolomske analize socijalno izolovanih zivotinja svedoCe o povecéanoj
potro$nji, ili smanjenoj produkciji metabolita, s obzirom na njihovu deregulaciju. Posto je
proteomskom analizom uoceno da je uglavnom doslo do smanjenja ekspresije, ona je verovatno

bila pra¢ena i smanjenom aktivno$¢u proteina, ¢ime je i deregulisan nivo odredenog broja
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metabolita. Samo 4 metabolita su bila statisticki znacajno povecana: stearinska Kiselina, etil izo-

aloholat i dva izomera oktadecenske kiseline. Metabolomska analiza je posebno ukazala na

deregulaciju metabolizma lipida. Smanjen nivo acetatoacetata, koji je proizvod 3-hidroksi-3-

metilglutarne kiseline, uo¢en GC analizom,3*’ ukazao je na deregulaciju nivoa ovog metabolita.

Na njegovu povecanu potro$nju uti¢e povecana ekspresija HMG-CoA sintaze, enzima Kkoji koristi
acetoacetat kao supstrat. Ovaj metabolit ima znac¢ajnu ulogu u homeostazi i sintezi holesterola, kao
i ubihinona neophodnog za transport i eliminaciju elektrona u lancu oksidativne fosforilacije.®*
Za energetski metabolizam ¢elijr, fosfokreatin ima posebno mesto, s obzirom da, uz ATP,
ima ulogu skladistenja, tj. Cuvanja energetskih rezervi. Dvostruko smanjena ekspresija kreatin-
kinaze ukazuje na poremecaj u sintezi ovog metabolita, $to je u saglasnosti sa literaturnim
podacima.?®> Metabolomska analiza je uodila trend pada kreatinina, ali bez znacajnosti, a
detektovana je i dvostruko manja koncentracija fosfata, supstrata u pomenutoj reakciji.
Aminokiseline imaju vaznu ulogu u obavljanju kognitivnih procesa. Zato se za kognitivne
poremecaje uocene u depresiji vezuje poremecaj i ovih metabolita.3*° 1zolacija je smanjila nivo
glicina, jednog od lokalnih inhibitornih neuotransmitera u centralnom nervnom sistemu, i
kofaktora NMDAR,5® a takode je pokazala trend dvostrukog smanjenja piroglutamata, bez
znacajnosti razlika. Piroglutamat predstavlja depo rezerve glutamata. Ova vrsta smanjenja moze
da ukaZe na povecanu potro$nju glutamata u signalnoj transdukciji. U prilog tome ide i uocena

dvostruko veéa ekspresija vezikularnog transportera glutamata 1 (VGLUT1). Nivo ekspresije

VGLUT!1 odreduje koli¢inu glutamata koji se eksportuje vezikulama, kao 1 nivo
neurotransmisije.>*® Glutamat je kao ekscitatorna amiokiselina, kljuéni igra¢ u procesu atrofije
hipokampusa, usled ekscitotoksi¢nog efekta, posredovanog putem NMDAR.?! Pove¢an nivo
transportera za glutamat moze ukazati na povecanu signalizaciju, koja rezultuje nakupljanjem
glutamata u ekstracelijskom prostoru hipokampusa, $to je pokazano i na primeru drugih stresora. 3%
Takode, klinicke manifestacije smanjenog aminokiselinskog statusa i nivoa glicina Su vezane za
ovaj metabolit.>*® Takode, glicin igra ulogu u potencijaciji ekcitatornog delovanja glutamata na
nivou NMDAR. Njegov nedostatak bi mogao reflektovati promene u glutamatnoj neuralnoj
transmisiji putem ovih receptora. Uzimajuci u obzir da su i glicin i piroglutamat ukljuceni u sintezu
glutationa, njihov nedostatak moze da ukaze na kompromitovanu glutation-zavisnu
antidoksidativnu zastitu, nastalu uled hroni¢ne izloZenosti stresu. Sveukupno, disfunkcija

mitohondrija na nivou transporta, Krebsovog ciklusa, oksidativne fosforilacije, ali i Saperonske

115



Doktorska disertacija

kontrole, rezultuje povec¢anim i nekontrolisanim nastajanjem reaktivnih kiseoni¢nih vrsta i,
posledi¢no, neuroinflamacijom, koja moze biti uzrok nastanka ponasanja nalik depresivnom usled
izloZenosti hroni¢noj socijalnoj izolaciji.8>17t

Tradicionalno se osecaj zadovoljstva vezivao za nivoe dopamina i njegovu neurotransmisiju.
Najnoviji podaci ukazuju da GABA, zajedno sa dopaminom, ima vaznu ulogu u ovom procesu.3>
S obzirom da se anhedonija karakteriSe kao nedostatak uzivanja 1 osecaja nagradivanja,
poremeéena GABA signalizacija, koja je metabolomskom studijom uocena kod socijalno
izolovanih Zivotinja, moze biti molekulski mehanizam u osnovi ove patobiohemije. Ovaj rezultat
potvrduje ranije uocena neravnoteza izmedu povecanog nivoa ekscitatornog neurotransmitera
glutamata i smanjenog nivoa GABA-e u animalnim modelima depresije i kod ljudi sa
dijagnostifikovanom bole$¢u.3®® Neravnoteza inhibitornih i ekscitatornih signala dovodi do
disfunkcije u nervnom sistemu i uzrok je patobiohemijskih promena u mozgu, a smanjena
ekspresija GABA-¢ ukazuje na kompromitovanost ravnoteze ovog sistema. Takode, GABA ima
vaznu ulogu kao spoljasnji faktor koji doprinosi sazrevanju i diferencijaciji neuronskih stem
¢elija.’®* Samim tim, naruSena signalizacija posredovana GABA neurotransmiterom moze biti
jedan od uzroka narus$avanja procesa neurogeneze, karakteristicne za depresivni poremecaj. Ranije
studije su postavile hipotezu smanjene GABA-e koje nije praceno promenama u nivou glutamata,
kao indirektni dokaz disfunkcije astrocita u metabolisanju glutamata u depresiji.**> O znacaju ove
metabolitske promene govori i da je GABA, prema PLS-DA, najznaajnija promenljiva koja
doprinosi diferencijaciji metaboloma IS i K grupe Zivotinja. Pored GABA-e, sedam puta povec¢ani
anjon zucne Kkiseline, izo-aloholat, takode doprinosi metabolomskom profilu IS, modulise
potencijal okidanja u neuronima, verovatno preko antagonizma NMDAR i GABAA receptora.®®®

Pored aminokiselina, deregulacija nivoa masnih kiselina i lipida jedna je od najizrazenijih
promena nastalih nakon izloZenosti stresu hroni¢ne socijalne izolacije. Povecana incidenca za
razvoj depresivnog poremecaja vezuje se za vise nivoe nezasic¢enih masnih kiselina, a nedostatak
holesterola se vezuje sa nastankom raznih neurodegenerativnih poremecaja i slabljenje kognitivnih
0sobina.®*"3%® Poyec¢an nivo mono-nezasi¢enih masnih kiselina ide u prilog smanjenoj energetskoj
produkciji u ¢elijama, Sto je 1 uofeno na proteinskom nivou i nivou ostalih metabolita. ViSak
akumuliranog, ili ¢eliji u datom momentu nepotrebnog, acetil-CoA prevodi se u lance masnih
kiselina. Trend pada holesterola moze se dovesti u vezu sa funkcionalnim poremecajima astrocita,

glavnih proizvoda¢a ovog metabolita u mozgu. Nivo holesterola regulisan je i preko nivoa
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stearinske kiseline, koja je dvanaest puta povecana kod pacova sa ponasanjem nalik depresivnom.
U plazmi, stearinska kiselina reguliSe nivo holesterola inhibiranjem njegove absorpcije.*° Sli¢an
mehanizam moze biti vezan i za regulisanje nivoa holesterola u mozgu, te se povecanje nivoa
stearinske kiselina objasnjava kao regulatorni mehanizam za odrzanje nivoa holesterola. Pored
navedenog, treba istaci da je uoCena znacajna negativna korelacija izmedu dokozaheksaenoinske
kiseline i imobilnog ponasanja. Iako u ovoj disertaciji nije uo¢ena zna¢ajna promena u nivou ovog
metabolita, literaturni podaci povezuju smanjen nivo ovog metabolita sa stresom,®° ¢ak se izdvaja
kao jedan od najbitnijih metabolita za razlikovanje stresiranih od kontrolnih Zivotinja. Pored ove
omega-3 masne kiseline, znac¢ajnu negativnu korelaciju sa imobilnim ponaSanjem pokazuju i drugi
metaboliti iz klase lipida: arahidonska, 9-heksadecenska i 5,8,11,14-eikozatetrainska Kiselina,

ukazujuc¢i na povezanost poremecaja lipidnog statusa i ponasanja nalik depresivnom.
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Slika 57. Slikovni prikaz molekulskih promena u hipokampusu zivotinja izlozenih
hroni¢nom stresu socijalne izolacije. Proteini i metaboliti poveéane, odnosno sniZzene
ekspresije, istaknuti su, redom, zelenom, odnosno crvenom bojom.
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NSM

Uticaj socijalne izolacije ogleda se i na nivou somatskih, tj. NSM, gde se na osnovu smanjene
ekspresije transportnih proteina, proteina uklju¢enih u Krebsov ciklus i put oksidativne
fosforilacije, dovodi u pitanje funkcionalnost ovog tipa mitohondrija. Veci broj transportnih
proteina, medu kojima VDAC1, VDAC2, ADP/ATP translokaze 1 i 2, protein nosac¢ fosfata, dva

proteina iz familije siderofleksina za transport jona, kao i petostruko smanjenje ekspresije alfa-

ketoglutarat/malat nosaca, ukazuju na poremecaj komunikacije izmedu unutaréelijskih

kompartmana, prvenstveno NSM i citosola. U prilog tome ide i ¢injenica da je enzim_aspartat

aminotransferaza, koji je klju¢ni deo malat-aspartat petlje i te vrste transporta, pokazao smanjenu

ekspresiju. Ranije studije su takode ukazale na disfunkciju mitohondrija, usled deregulacije
ADP/ATP translokaze 2 i VDACS3 proteina u stresnim uslovima.®®! S obzirom da se najve¢i broj
deregulisanih proteina, sa izuzetkom COX2, sintetiSe u jedru, odakle se transportuju do
mitohondrija, na uo¢ene promene, pored deregulacije ekspresije, utice i disfunkcionalna masinerija
za unos proteina u mitohondrije. Znacaj multiproteinskih kompleksa je i kao potencijalna meta za
istrazivanje mehanizma depresivnog poremecaja.*®? Jedini vid poveé¢ane komunikacije izmedu
citosola i mitohondrija je na nivou ulaska piruvata, s obzirom da su sve komponente kompleksa

piruvat-dehidrogenaze (PDH) bile viestruko povecane kod socijalne izolacije. Ova promena moze

biti rezultat adaptivne prirode ¢elija na povecane energetske zahteve, u cilju borbe protiv stresa.
Na naruSen strukturni i funkcionalni integritet NSM kod socijalne izolacije, pored
deregulacije transporta, ukazuje i smanjena ekspresija velikog broja proteina Krebsovog ciklusa i

oksidativne fosforilacije. Cetiri kompleksa lanca oksidativne fosforilacije (I-1V) pokazala su

smanjenu ekspresiju na nivou bar jedne komponente, ukazujuéi na smanjenje produkcije ATP-a i
neefikasno uklanjanje reaktivnih kiseoni¢nih vrsta. Deregulacija ovih proteina vezana je za
oksidativni stres. lzuzetak su dve subjedinice ATP sintaze (kompleksa V), koje su skoro dvostruko
povecale nivo ekspresije, Sto moze biti adaptivna reakcija usled smanjene produkcije ATP-a i/ili

njegovog transporta u citosol. Deregulacija COX2, subjedinice kompleksa Ill, proteina koji se

kodira na osnovu mitohondrijalne DNK, ukazuje da se deregulacija ne odvija samo na nivou jedra
i/ili transporta u metabolita u mitohondrije, nego i na nivou mitohondrijalne translacije.®®
Stabilnost ovih kompleksa je regulisana mitohondrijalnim Saperonima. Medu njima, znacajnu
ulogu ima prohibin,** koji obezbeduje integritet i funkcionalnost unutra$nje membrane

mitohondrija,3% a ¢ija ekspresija je snizena kod socijalne izolacije. Ovaj rezultat je u saglasnosti

118



Doktorska disertacija

sa ranije objavljenim.®% U prilog Saperonskoj deregulaciji mitohondrija ide i smanjena ekspresije
HSP10 proteina. Sa druge strane, u citosolu povecana ekspresija HSP60 i HSP90 ukazuju na
povecanu potrebu za regulacijom toka biosinteze proteina, koja ukljucuje i1 sklapanje proteinskih
kompleksa, sto je energetski zahtevan proces, uz utrosak ATP-a.

Uoceno je da akutni stres povecava aktivnost enzima vaznih za energetske procese, u
pokusaju povecanja sinteze ATP-a, za odbranu ¢éelija od stresa.®? U ovoj studiji je, kao posledica
hroni¢ne izloZenosti stresu, deregulisana sinteza proteina energetskih procesa u miothondrijama,
Sto je razlog, ili posledica utroSka ATP molekula, ili poremecaja sintetske masinerije.

Smanjena efikasnost Krebsovog ciklusa se oslikava kroz smanjenu ekspresiju citrat sintaze,

sukcinat i malat dehidrogenaze. Tako je PDH kompleks povecane ekspresije i, verovatno, podstice

ulazak piruvata i nastajanje acetil-koenzima A, smanjena ekspresija proteina Krebsovog ciklusa,
ve¢ na samom pocetku, sugeriSe na nefunkcionalnost i ograni¢avanje dinamike ciklusa. Jedini

proteini Krebsovog ciklusa povecane ekspresije su subjedinice alfa-ketoglutarat dehidrogenaze,

proteina koji, prema novim podacima, predstavlja i mesto modulacije fluksa alfa-ketoglutarata u
metabolizam aminokiselina.2¢’

Uopsteno govoreci, kod socijalno izolovanih zivotinja uoCavaju Se promene na nivou
citoskeletne organizacije, na strukturnom i funkcionalnom nivou NSM. Dok podaci ukazuju da je
proces glikolize stimulisan, kao i usmeravanje piruvata u Krebsov ciklus, komponente ovog
ciklusa i, posebno, lanca oksidativne fosforilacije su smanjene ekspresije, Sto ukazuje na narusene
energetske procese i ukupno funkcionisanje NSM u hipokampusu, usled izlozenosti stresu
socijalne izolacije. Ovi rezultati potvrduju rezultate post mortem studija,®® kao i studija na drugim
Zivotinjskim modelima depresije.?60:3%6

Ako bismo rezultate ovih analiza analizirali u svetlu razlicitih teorija depresije, videli bismo
da su biohemijski procesi, ili delovi istih, karakteristicni za ve¢inu ovih hipoteza deregulisani u
uslovima izloZenosti socijalnoj izolaciji. Medutim, ako bismo teZinu deregulacije procesa
korelirali sa brojem deregulisanih proteina, mitohondrijalna hipoteza depresije bi bila
najzapazenija. Podaci pokazuju na istovetnost ¢elijskih promena, po pitanju citoskeletne dinamike
i energetskih promena, sa najizrazenijim promenama uzrokovanim kod glodara usled izloZenosti
prenatalnom stresu.3%¢ Ostaje pitanje da li su promene mitohondrijalne disfunkcije posledica
drugih poremecaja ili energetski zahtevnih procesa, kao i da li narusena translokacija, tj.

mitohondrijalni transport, posledica mitohondrijalne energetske disfunkcije ili obrnuto.
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6.2. Molekulske promene u hipokampusu Zivotinja nakon tretmana

fluoksetinom

Tretman fluoksetinom uspe$no je normalizovao ponasanje kod Zivotinja izloZenih hroni¢nom
stresu socijalne izolacije. U testovima ponasanja fluoksetin je povecao preferenciju ka saharozi,
smanjio broj zakopanih klikera i vreme imobilnosti u testu prinudnog plivanja. Time je pokazana

uspesnost antidepresivnog i anksiolitickog dejstva fluoksetina.

Citosol

Fluoksetin je deregulisao nivo citosolnih proteina, uglavnom smanjujuc¢i njihovu ekspresiju.
Analiza interakcija je pokazala znac¢aj katabolickih procesa organonitritnih jedinjenja, dok se kao
glavni deregulisan put prema KEGG-u izdvaja proteazom, pri ¢emu su i neke od najizrazenijih
promena u ekspresiji uocene za komponente proteazomalnog sistema i procesa ubikvitinacije.
Promene u ekspresiji neurofilamenata vezuju se za proces sinaptickog remodelovanja u
mozgu,®® a proces povecanja sinapti¢ke plasti¢nosti za mehanizam delovanja antidepresiva.®"
Hroni¢ni tretman fluoksetinom uticao je na dinamiku citoskeleta, menjajuéi ekspresiju nekoliko
lanaca tubulina, Sto je u saglasnosti sa prethodno objavljenom studijom.3’! U degradaciji

komponenata citoskeleta, u prvom redu beta-tubulina, ulogu ima inicijator procesa polimerizacije

tubulina, tubulin-specifi¢ni Saperon d, a ¢ije dvostruko povecanje je uoceno nakon hroni¢nog
tretmana fluoksetinom. Plasti¢nost pociva i na remodelovanju ¢elijskih sinapsi i komunikacije, a
fluoksetin je, pored izmenjene dinamike proteina citoskeleta, izazvao viSestruko povecanje

Neurocan core proteina kod stresiranih zivotinja, koji vezivanjem za adhezione molekule, medu

kojima 1 u stresu izrazito smanjen NCAM, moduliSe proces neuralne adhezije i neuralnog rasta.
Promenom u nivou ekspresije nekoliko regulatornih proteina, fluoksetin je pokazao uticaj na

modulaciju signalnih puteva celije. Povecanjem ekspresije Ras-related protein Rab-18, Rho GDP-

dissociation inhibitor 1 (Rho GDI1) i ADP-ribosylation factor 1 (ARF1) proteina, stimulisao je

proces neuralnog razvoja. Rho GDI1 spre¢ava GDP/GTP izmenu kod Rho familije GTP-aza,
odrzavajuci tako protein u njegovoj inaktivnoj formi. Rho GDI1 direktno prenose signal od T1
izoforme TrkB, a BDNF-TrkB signalizacijom indukovana disocijacija Rho GDI1 od TrkB je
odgovorna za regulaciju morfologije glija ¢elija i influks kalcijuma.3”? Postoje dokazi koji ukazuju
da im upravo ovaj protein, iako reguli$e nivo njihove aktivnosti, omoguéava da dostignu potpuni

kapacitet delovanja u pravo vreme i na pravom mestu u ¢eliji. GDI izvlace GTP-aze iz membrane
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i solubilizuju ih u citosolu.®”® Smanjenjem nivoa arahidonske kiseline, koja ima kapacitet da se
veze za GDI1, fluoksetin verovatno smanjuje inhibitorni uticaj na Rho proteine. TrkB posreduje i
u signalizaciji Ras proteina. Kroz stimulisanu ekspresiju Rab-18 i ARF1, fluoksetin poveéava
kontrolu vezikularnog transporta u éelijama.3’* ARF1 je takode vezan za kretanje AMPAR i
regulaciju sinapti¢ke plasti¢nosti.®”

Glikoliza je manje energetski produktivan put u celiji. Kao i kod stresiranih zivotinja,
fluoksetin je pokazao umeren uticaj na ekspresiju proteina glikolitickog puta. Poseban znacaj ima
to Sto sva tri deregulisana proteina katalizuju ireverzibilne reakcije, tj. predstavljaju kontrolne

tacke glikolitickog puta. Obe grupe tretirane fluoksetinom su pokazale povecanu ekspresiju

heksokinaze 1 (HK1) (Slika 58). S obzirom da je ova forma vezana za mitohondrije, njena

deregulacija je uoCena u frakciji NSM. Povecanjem ekspresije ove forme enzima, fluoksetin
usmerava enzimsko delovanje ka glikolizi, s ciljem produkcije energije, i omogucava adaptaciju
¢elije na Novo metabolicko stanje, u cilju odrzanja energetskog balansa i izbegavanja oste¢enja.3"
Klini¢ke studije su pokazale smanjen nivo HK u mitohondrijalnoj frakciji kod pacijenata obolelih

od razli¢itih psihijatrijskih i poremecaja ponasanja, kao i unipolarnu depresiju.®’’
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Slika 58. Slikovni prikaz molekulskih promena nakon tretmana fluoksetinom u
hipokampusu pacova izlozenih hroni¢nom stresu socijalne izolacije. Proteini i metaboliti

povecane odnosno snizene ekspresije istaknuti su zelenom odnosno crvenom bojom.
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Smanjena ekspresija proteina druga dva klju¢na enzima, piruvat kinaze i 6-fosfofrukto

kinaze, ograni¢ava brzinu glikolitickog puta. Dodatno, aktivnost enzima uti¢e na kinetiku reakcija.
Metabolomskom analizom, u okviru ove disertacije, pokazano je zna¢ajno smanjenje u nivou
glukoze, Sto ukazuje na povecanu potroSnju ovog metabolita, Sto zavisi od nivoa aktivnosti
pomenutih enzima. Na osnovu svega, moze se zakljuciti da su ekspresione promene verovatno
posledica regulatornih adaptivnih promena ¢elija, kojim bi se regulisala dinamika glikolitickog

puta nakon tretmana fluoksetinom.

NSM

Fluoksetin i njegov glavni metabolit norfluoksetin imaju sposobnost da se vezu za mitohondrije i
izmene funkciju i ekspresiju energetski vaznih proteina.’’® Zato je postavljena hipoteza da je
sposobnost fluoksetina da veze i moduliSe funkciju i dinamiku mitohondrija vezana za njegov
uticaj na bioenergetske procese i redoks stanje ¢elija.®’® Ranije studije su ukazale na uticaj
antidepresiva u modulaciji energetskog metabolizma, na osnovu promene u aktivnosti relevantnih
proteina u hipokampusu, s ciljem normalizacije naruSene metabolicke aktivnosti.*%38! Modulacija
aktivnosti se odnosi na proteine glikolitickog puta, TCA ciklusa i puta oksidativne fosforilacije.
Fluoksetin je u NSM kontrolnih i stresiranih zivotinja delovao stimulativno u pogledu
povecanja ekspresije proteina, tj. njihovih subjedinica (Slika 58). Delujuéi suprotno u odnosu na
stres socijalne izolacije, fluoksetin je normalizovao ekspresiju transmembranskih mitohondrijalnih
transportera, ukazujué¢i na promenu same dinamike, odnosno funkcionalnosti mitohondrija.
Interakcijom koju uspostavlja sa VDAC proteinima, fluoksetin povecava njihovu naponsku
osetljivost i §titi Celiju od apoptoze.®¥? Suprotno stresu socijalne izolacije, fluoksetin je vratio i

povecao nivo VDAC1 i VDAC2 proteina iznad kontrolnog, sude¢i po rezultatima western blot

analize. Na osnovu kontrolnih mehanizama VDAC proteina, pretpostavka je da fluoksetin
stimulise razmenu, ali i kontrolu transporta, tj. ulaza i izlaza metabolita u mitohondrije, kao i niz
bitnih funkcija za opstanak celija, koje se vezuju za VDAC proteine, kao $to su antioksidativna
zatita, homeostaza Ca?* jona i kontrola nivoa ATP-a.%8% Dodatni dokaz poveéanja dinamike NSM

je i vracanje ekspresije membranskih transportnih proteina, kao $to su ADP/ATP translokaza 2,

transporter fosfata i a-ketoglutarat/malat transporter.

Pove¢ana konzumacija glukoze kroz glikoliticki put je zanemarljiv izvor energije u

poredenju sa promenama u ekspresiji proteina Krebsovog ciklusa i puta oksidativne fosforilacije
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kao puta za sintezu ATP-a. Piruvat se, kao proizvod glikolitiCkog puta, uvodi u mitohondrije

prolaze¢i kroz piruvat-dehidrogenazni (PDH) kompleks, ¢ije su subjedinice fluoksetinom

poveéano eksprimirane. Drugi nacin je direktna konverzija u oksaloacetat, delovanjem piruvat-
karboksilaze, koja je takode pokazala povecanu ekspresiju nakon tretmana fluoksetinom. Posebno
osetljiva zona je dCA3 subregion, koji je pokazao najveCe ekspresione promene prema
imunohistohemijskoj validaciji promene za PDH Ela subjedinicu kompleksa. Kroz povecanje

ekspresije pet od devet enzima Krebsovog ciklusa: citrat-sintaze, akonitat-hidrataze, subjedinice

a-ketoglutaratnog kompleksa, sukcinil-CoA ligaze i malat-dehidrogenaze, fluoksetin je stimulisao

tok energetskih procesa ka produkciji metabolita, odnosno supstrata energetski zahtevnih reakcija.
Metabolomskom analizom uocCeno smanjenje nivoa malata nije nuzno rezultat smanjene
produkcije metabolita, ve¢ zavisi i od brzine njegovog metabolizma. Uoceno smanjenje verovatno

je posledica povecane ekspresije malat-dehidrogenaze, enzima koji katalizuje reakciju u kojoj je

malat supstrat, a koja nije praéena povecanjem ekspresije fumaraze, enzima ¢ijim katalitiCkim
delovanjem nastaje malat. Takode, ranije studije su pokazale da akutna primena fluoksetina
povecava aktivnost citrat sintaze.38*

Povecanje ekspresije glutamat-dehidrogenaze 1 (Gludl), koje je, verovatno, praceno i

povecanjem aktivnosti ovog enzima,! dovodi do izvlacenja a-ketoglutarata iz Krebsovog ciklusa

i sinteze glutamata. Promene u nivou ekspresije Ca?*-zavisne kalmodulin kinaze, bi ovu reakciju

mogle pomeriti u stranu formiranja GABA-e. Metabolomska analiza je pokazala trend rasta
GABA-e kod socijalno izolovanih zivotinja nakon tretmana fluoksetinom, ali bez statisticke
znaajnosti. S obzirom da normalno funkcionisanje mozga pociva na finoj uskladenosti
inhibitornih i ekscitatornih signala, uz GABA-ergicku signalizaciju se ¢esto podrazumeva
karakterisanje glutamatergicke. Implikacija NMDAR u antidepresivnom delovanju ketamina je
bila prekretnica za istrazivanje glutamatne signalizacije u depresiji, nakon ¢ega je niz klinickih
studija ukazao na patofiziolosku osnovu depresije na nivou nefunkcionalnosti glutamatnog
sistema, ili klirensa i metabolizma ovog neurotransmitera.5 Ovaj put je smatran kao zajednicki za
mehanizam delovanja antidepresiva razlicitih klasa. Pored rasta Gludl, rast nivoa glutamin-
sintetaze (GS) ukazuje na poveéan klirens glutamata u ¢elijama zasnovanog na aktivnosti astrocita.
Prethodne studije su ukazale na pad oba pomenuta enzima kod depresije,3838 dok je proteomska
analiza, u okviru ove disertacije, potvrdila smanjenje ekspresije GS proteina. Dodatno, kod

kontrolne grupe zivotinja, povecan nivo Sukcinat semialdehid-dehidrogenaze (SSADH) preko
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GABA-e sintetisan sukcinat semialdehid prevodi u sukcinat, sto moze biti razlog blagog trenda
pada GABA-¢ u kontrolnim zivotinjama. Druge metabolomske studije su dale podatke vezane za
normalizaciju nivoa glutamata na zivotinjskom modelu depresije od strane fluoksetina,’ sto nije
uoceno u stresu socijale izolacije i/ili tretmanu fluoksetinom.

Monoaminska teorija depresije, na kojoj je baziran mehanizam delovanja SSRI, je najéesce
istrazivana teorija depresije. lako se ekspresija MAO-A kod socijalno izolovanih Zivotinja vezala
za smanjenje nivoa monoamina, u prvom redu serotonina, dodatni uticaj fluoksetina na povecanje

nivoa MAO-A i MAO-B enzima kod tretiranih grupa zivotinja nije u skladu sa monoaminskom

teorijom depresije. Imonihistohemijska analiza je kvalitativno pokazala subregion specifi¢ne
promene, sa najve¢om ekspresijom u CA2 i dCA3 subregionima hipokampusa. U prilog ravnoteze

reakcije, ka degradaciji monoamina, ide i povecana ekspresija aldehid-dehidrogenaze (AD). S

obzirom da fluoksetin pokazuje inhibitorni efekat na MAO-A, to bi najpre ukazivalo na povecanje
nivoa serotonina. Medutim, neke studije ukazuju na normalizaciju nivoa serotonina do kontrolnog

388 Sto bi se moglo objasniti pove¢anjem ekspresije MAO-A i

nivoa nakon hroni¢ne primene leka,
MAO-B proteina. Takode, inicijalno povecanje nivoa serotonina ne odrazava mehanizam
antidepresivnog delovanja fluoksetina, s obzirom da je za ispoljavanje antidepresivnog efekta leka
na ponasanje potrebno da prode bar tri nedelje, $to ukazuje na ne-monoaminske procese u
biohemijskoj osnovi terapeutskog delovanja leka. Ostaje nejasno koji signali, osim inicijalnog
rasta nivoa serotonina, usled inhibicije i posledi¢no disfunkcije enzima posredovane fluoksetinom,

signaliziraju na povecanje nivoa pomenutih monoamin-oksidaza.

Povecanjem proteina iz porodice Saperona, HSP60 i HSP90, kao i HSPA9 kod kontrola,

reguliSe se proces pravilnog uvijanja proteina, transporta i sklapanja proteinskih kompleksa.
Povecéanje ekspresije Saperona se ogleda kroz popravljanje Stete na proteinima u uslovima
oksidativnog stresa, u smislu razvijanja i ponovnog uvijanja proteina, $to je verovatno slucaj u
uslovima izloZenosti stresu socijalne izolacije i stiti NSM od ostecenja. Ovim povecanjem nakon
tretmana fluoksetinom, moze se opisati stanje povecane dinamike i ekspresije proteina u NSM.
Imunohistohemijskim analizama potvrdena je razlika u ekspresiji HSP 90 (kvantitativno) (Slika
41) i HSP 60 (kvalitativno) (Slika 42) u dorzalnom hipokampusu, pri ¢emu je najvece povecanje
u ekspresiji uo¢eno u dCA3 subregionu. Kao region koji u najvecoj meri u uslovima stresa trpi
promene na nivou morfologije dendrita neurona, koje mogu biti neutralisane delovanjem

antidepresiva, povecana eckspresije HSP ukazuje na propratnu metabolicku de/regulaciju.
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Subregion dDG je, uz dCA3, pokazao osetljivost na stres, kroz promene nivoa HSP 90, kao i na
delovanje fluoksetina u smislu HSP 60 ekspresije. Dodatnu osetljivost na delovanje fluoksetina
pokazao je i CA2 subregion, dok je dCA1 bez uocenih promena u nivou Saperona pokazao najvecu
otpornost na uslove stresa i tretmana. Ovi rezultati ukazuju na subregion-specificno delovanje
stresa socijalne izolacije i fluoksetina. Denzitometrijom je samo u CA2 subregionu pokazan trend
rasta HSP 90 nakon tretmana fluoksetinom, bez statisticke znacajnosti. Uoceno neslaganje
imunohistohemijske analize sa proteomskom moze biti rezultat toga Sto proteomiksom nisu
obuhvacane samo ekspresione promene na nivou pojedina¢nih ¢elija, nego i promene nastale kao
rezultat poveéanja broja ¢elija nakon tretmana antidepresivom, kao $to je slu¢aj kod fluoksetinom

izazvane neurogeneze u DG subregionu.t??

6.3. Molekulske promene u hipokampusu Zivotinja nakon tretmana

tianeptinom

Hroni¢na primena tianeptina, na zivotinjskom modelu depresije, pokazala je antidepresivno i
anksioliticko dejstvo, povecavajuéi preferenciju ka saharozi, i smanjujuéi vreme imobilnosti i broj

zakopanih Kklikera u testovima ponasanja.
Citosol

U citosolu tianeptinom tretiranih zivotinja, uoceno je nekoliko izrazenijih promena u nivou
ekspresije proteina, dok je veéina proteina bila blago izmenjene ekspresije. Uocene deregulacije
kod IS Zivotinja bile su osnov za interpretaciju molekulskih promena uoc¢enih nakon primene leka.
Za razliku od socijalne izolacije, tianeptin je delovao uglavnom smanjujuci ekspresiju proteina,
uti¢uéi tako na citoarhitekturu, vezikularni transport, proteazomalne i oksidoredukcione procese.
Deregulacija mitohondrija je proces koji rezultuje pove¢anom produkcijom reaktivnih

kiseoni¢nih vrsta. Tianeptin je znac¢ajno povecao ekspresiju Cu Zn - superoksid dizmutaze (SOD),

signaliziraju¢i tako pojacanje antioksidativne zastite. Ova promena je validirana i Western blot
analizom, pri ¢emu je kod IS Zivotinja uocen blagi pad u odnosu na kontrolne zivotinje. SOD je
prva linija odbrane u neutralisanju nivoa superoksidnih radikala. Poremec¢aj u funkciji
mitohondrija, uocen kod socijalno izolovanih zivotinja, moze biti uzrok pojac¢ane produkcije
slobodnih radikala, i prouzrokovati stetan efekat na funkcionisanje ¢elija, Cija se produkcija

efikasno neutraliSe povecanjem ekspresije SOD-a. Sa druge strane, drugi antioksidativni enzimi:
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peroksiredoksin 6, razli¢ite klase glutation-S-transferaze (alpha, theta, mu, pi i omega) i

glutaredoksin 1 pokazali su blagi pad u ekspresiji nakon tretmana tianeptinom. Depresiju

karakteriSe povecano nastajanje reaktivnih kiseoni¢nih vrsta, ali i poremecaj funkcionisanja
glutation-zavisne antioksidativne zastite, na osnovu promene aktivnosti uklju¢enih enzima.’* Na
osnovu rezultata, pretpostavlja se da dvostruko povecanje SOD-a u najve¢oj meri doprinosi borbi
protiv slobodnih radikala, tj. tianeptin antioksidativno deluje na enzim odgovoran za prvu liniju
odbrane od oksidativnog stresa. Da li su promene u ekspresiji antioksidativnih enzima pracene i
promenama u aktivnosti istih, kao $to je to slu¢aj kod fluoksetina, ostaje da se dodatno ispita.'’
Rezultati proteomske i metabolomske analize ukazuju na promene u inozitol-zavisnoj
signalnoj transdukciji posle hroni¢nog tretaman tianeptinom (Slika 59). Dok je proteomska analiza

pokazala da je medu izrazenijim deregulacijama smanjenje ekspresije inozitol-monofosfataze,

metabolomska analiza je pokazala zna¢ajno smanjen nivo mio-inozitola, supstrata reakcije koju
deregulisani enzim katalizuje. Pored toga, i drugi deregulisani enzimi inozitol-signalnog puta,

inozin trifosfat-pirofosfataza i 1-fosfatidilinozitol 4,5-bifosfat fosfodiesteraza beta-1, ukazuju na

promene u ovom signalnom putu. Sa druge strane, pokazano je da kod Zivotinja rezistentnih na
delovanje tianeptina, znaajno raste Mio-inozitol.®° Ova otkri¢a ukazuju na ukljudenost
inozitolom-posredovanog signalnog puta u antidepresivnom efektu tianeptina. U prilog pomenutoj
pretpostavci ide i ¢injenica da nivo mio-inozitola negativno korelira sa imobilnim ponasanjem u
testu prinudnog plivanja, sto implicira zna¢aj ovog signalnog puta u ovom tipu ponasanja. Takode
PI3K je jedan od signalnih puteva BDNF-TrkB interakcije, sto je u skladu sa studijama koje su
pokazale uticaj tianeptina na rast BDNF u hipokampusu pacova.®*®° U prilog signalizaciji preko
TrkB ide i povecanje regulatornog proteina Rho GDI 1, $to je videno i kod tretmana fluoksetinom.
Rezultati ukazuju na aktivaciju TrkB signalizacije, kojom se aktiviraju mnogi sekundarni signalni
putevi, ali i utie na aktivnost i morfologiju glija ¢elija. Takode, inozitol-3-fosfat je jedan od
kljuénih moluekula signalizacije izmedu glija celija, te antidepresivni efekat i aktivirana
inozitolom-posredovana signalizacija ukazuje na mogucu aktivaciju astrocita.

Kroz deregulaciju enzima glikolitickog puta, fruktozo-bifosfat aldolaze C i glukozo-6-fosfat

izomeraze, kao i metabolizma glikogena, glikogen-fosforilaze i amilo-1,6-glukozidaza-4-alfa-

glukanotransferaze, svojstvenog astrocitima, tianeptin dovodi do promena u energetskom

metabolizmu. Deregulacijom pomenutih enzima tianeptin bi ukazivao na smanjenu mobilizaciju

energetskih rezervi, ali i normalizaciju glikoliti¢kog puta, koja je verovatno stimulisana u uslovima
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izlozenosti stresu. Jedna od osobina glukokortikoida, po kojoj su i dobili naziv, je mobilizacija
rezervi ugljenih hidrata sa ciljem produkcije energetski relevantnih molekula neophodnih za brzu
reakciju organizma. Pod uticajem tianeptina, dolazi do normalizacije glikolitickog puta, a

poveéana aktivnost laktat-dehidrogenaze verovatno predstavlja vid dodatne energetske

opskrbljenosti neurona pomocu laktata, $to moze biti znak aktivacije astrocita. Povecanje

koncentracije metabolita sorbitola, d-arabitola i d-glukouronske Kiseline su pokazatelji aktivacije

alternativnih puteva metabolizma glukoze. Takode, znac¢ajno povecanje nivoa kreatinina ukazuje
na uticaj tianeptina u pogledu stimulacije energetskih procesa u ¢elijama. Ovaj rezultata je u
saglasnosti sa ranije objavljenim literaturnim podacima.3**

Smanjena ekspresija proteina, na koju je ukazala proteomska anliza, uglavnom je pra¢ena
povecanjem nivoa metabolita. Medutim, od svega nekoliko metabolita ¢iji nivo je smanjen

tretmanom tianeptina, pored mio-inozitola, uoc¢avaju se masne kiseline, trans-13-oktadecenska

kiselina, metabolit zna¢ajno povecan kod stresiranih zivotinja, dok je uocen i trend porasta

polinezasi¢ene masne Kkiseline, 9,12,15-oktadekatrienske kiseline i 10,12-dokozadinedioi¢ne

kiseline. Sa druge strane, deregulacija metabolizma lipida je pra¢ena znacajnim povecanjem
holesterola i njegovih derivata. Holesterol igra vaznu ulogu u razvoju i funkcionisanju mozga,
preko regulacije sinapticke transmisije, transkripcije gena i sinteze bioaktivnih sterola,®°23% a
njegov nedostatak se vezuje za neurodegenerativne promene i slabljenje kognitivnih funkcija
tokom starenja.>® Poveéan nivo holesterola, njegovih metabolita i Zu¢nih kiselina, koji su oznaceni
1 kao metaboliti koji najvise doprinose razlikovanju tianeptinom tretirane grupe pacova u stresu,
ukazuje na zastitnu ulogu tianeptina koja moze biti ostvarena i anti-inflamatornim dejstvom
pomenutih sterola, kao i pojacanu aktivnost astrocita, glavnih producenata holesterola. Sa druge
strane, pokazali smo da kod Zivotinja rezistentnih na tretman tianeptinom ne dolazi do povecanja
nivoa holesterola, Stavise, uocava se pad kod zivotinja rezistentnih na tretman lekom u uslovima
stresa.®®® Ovi podaci ukazuju na znacaj holesterola u posredovanju antidepresivne aktivnosti
tianeptina. Takode, poznato je da se 90 % holesterola u ¢elijama nalazi u ¢elijskim membranama,
izmedu kojih se lako distribuira.3®* Uo&ene promene u nivou holesterola mogu biti pokazatelj
povecanog otpustanja holesterola nakon tretmana tianeptinom. Metabolizam holesterola, u ovom
slucaju, moze biti vezan i sa specificnim promenama nivoa mio-inozitola, s obzirom da je uocena
obrnuto proporcionalna zavisnost ova dva metabolita.3*® Pokazano je i da metabolit holesterola,

holestan-3a,5a,6B-triol, ispoljava neuroprotektivna svojstva, putem inhibicije NMDAR, ¢ime se
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suzbija ekscitotoksi¢nost prekomerne glutamatne signalizacije.3®® S obzirom da su promene u
nivou holesterola i njegovih metabolita uocene i kod kontrolne i kod stresirane grupe zivotinja,
ovo ukazuje na znacaj holesterola u posredovanju nootropne efikasnosti tianeptina. | drugi
glutamatni receptor, kao $to je metabotropni receptor, nalazi se pod kontrolom holesterola.3*” Nivo
holesterola u mozgu zavisi od njegove proizvodnje u astrocitima.®*® Jedna od najizraZenijih
ekspresionih promena nakon tretmana tianeptinom je povecana ekspresija laktat-dehidrogenaze,
markera aktivnosti astrocita. Proizvedeni laktat sluzi kao izvor energije za neurone.®®® Navedene
proteomske 1 metabolomske promene svedoce o povecanoj metabolomskoj aktivnosti ovog tipa
¢elija. Prethodna istrazivanja su pokazala da poremecaj funkcionalnosti glija ¢elija doprinosi
patobiohemiji depresije.3® Astrociti su Celije koje u vecoj meri eksprimiraju glutamatne
transportere i znac¢ajno posreduju u glutamatnoj neurotransmisiji, tako da njihova aktivnost moze
biti vodena potencijalno vi§im nivoima ovog neurotransmitera u vancelijskom prostoru tokom
izloZenosti stresu.

Kao §to je receno, poremecaj inhibitorne signalizacije jedna je od mogucih hipoteza
depresije. Metabolomiks (GC-MS) antidepresiva paroksetina u hipokampusu i plazmi miSeva
ukazao je na mehanizme delovanja izvan monoaminske teorije depresije i, izmedu ostalog, oznacio
GABA-u kao jedan od biomarkera antidepresivnog delovanja leka.*®® Metabolomska studija u
okviru ove disertacije je takode naglasila znacaj GABA-e kao biomarkera depresivnog ponaSanja
uzrokovanog hroni¢nim stresom socijalne izolacije. Mehanizam suprostavljenog delovanja
tianeptina na nivo GABA-e u stresiranim Zivotinjama, sli¢no delovanju fluoksetina, stavlja akcenat
na normalizaciju inhibitorne signalizacije. Dodatni znacaj vracanja GABA-e u posredovanju
antidepresivnog delovanja tianeptina se pokazao kroz statisti¢ki znacajno smanjenje koncentracije
ovog metabolita kod Zivotinja koje su pokazale rezistenciju na delovanje leka.®®° Propratno,
nivelisanje glutamata tianeptin verovatno obavlja kroz znacajno povecanje rezervi u vidu
piroglutamata. Pored rasta dve pomenute aminokiseline, tianeptin je uticao i na nivo treonina. S

obzirom da je treonin supstrat za sintezu glicina i o-ketobutirata, koje usmerava u Krebsov ciklus,

ovo opravdava trend rasta i ova dva metabolita.

Pantotenska kiselina, oznaena kao jedan od klju¢nih molekula divergencije izmedu
stresiranih i tianeptinom lecenih Zivotinja, sastavni je deo strukture i polazni supstrat za sintezu
koenzima A (engl. Coenzyme A, CoA). Povecana koncentracija ovog metabolita, kao 1 fosfata,

verovatno poti¢e od povecanih koncentracija CoA, ulaznog metabolita Krebsovog ciklusa.
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Slika 59. Slikovni prikaz molekulskih promena nakon tretmana tianeptinom u
hipokampusu pacova izlozenih hroni¢énom stresu socijalne izolacije. Proteini i
metaboliti povecane, odnosno snizene ekspresije istaknuti su, redom, zelenom,
odnosno crvenom bojom.

Posebno znacajno bi bilo delovanje tianeptina putem signalne transdukcije preko NMDAR
1 o2-adrenergi¢kog receptora. Kao kod fluoksetina, statisticki znafajno vece koncentracije
ketamina, ali i ksilazina, indirektno upucuje na povecan broj vezivnih mesta. Znacajan nivo i
norketamina, glavnog metabolita ketamina, prati trend povecanog vezivanja i ukazuje na
metabolizam ketamina u veéim koli¢inama u odnosu na kontrolne, ali i stresirane zivotinje.
Medutim, dodatni razlog ovog povecanja mogu biti i promene na nivou selektivne propustljivosti
krvno mozdane barijere, $to je potrebno dodatno istraziti.

Uopsteno govoreci, nekoliko kljuénih promena u nivou metabolita je suprotno regulisano
kod Zivotinja rezistentnih na tretman tianeptinom.3° Neke od njih su i promene u koncentracijama
GABA-e, mio-inozitola, holesterola, arahidonske Kkiseline, pantotenske kiseline, N-acetil
glukozoamina, a-d-glukopiranozida i d-arabitola. Takode, uocavaju se nizi nivoi ketamina i
norketamina, kao i smanjenje nivoa odredenog broja metabolita, ¢ija deregulacija nije uocena u

uslovima stresa ili efikasnog tretamana tianeptinom.
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NSM

Zarazliku od nedefinisanih promena u citosolu, u NSM je uticaj tianeptina ispoljen kroz izrazenije
povecéanje ekspresije proteina NSM, ¢ime se ukazuje na obrnut tok energetskih procesa u odnosu
na zivotinje koje pokazuju ponasanje nalik depresivnom. Metabolomska analiza svedo¢i o

zna¢ajnom povecanju nekoliko supstrata Krebsovog ciklusa: citrat, sukcinat i fumarat, $to je

praceno i pove¢anom ekspresijom proteina (Slika 59).

Smanjena ekspresija Glud1 i GS svedoCi o promenama na nivou ekscitatorne signalizacije
posredovane glutamatom. Smanjenje Glud1 uoceno je u ventralnom hipokampusu nakon tretmana
stresiranih pacova escitalopramom.26!

S obzirom da je najveéi broj proteina ukljucen u oksidativnu fosforilaciju, tj. subjedinice
kompleksa 11, 1V i V, moze se diskutovati o stimulaciji energetskih procesa u ¢elijama i Sintezi
ATP-a posle hroni¢nog tretmana tianeptinom. Poveéanje toka elektrona u putu oksidativne
fosforilacije mozZe biti uzrok stvaranja slobodnih radikala, nezeljenih proizvoda elektronske
kaskade. Medu prvima nastaje superoksidni anjon radikal, tako da je uo¢ena poveéana ekspresija
CuZn SOD, kao vid zastite ¢elija od prekomerne produkcije ove reaktivne vrste.

Normalizacija funkcionalnosti mitohondrija se ne ogleda samo kroz kontrolu energetskih
puteva, ve¢ i razmenu metabolita sa citosolom i drugim ¢elijskim kompartmanima, posredovanu
specifiénim transporterima. Povecanjem nivoa transportera VDAC1 i VDAC2 i ADP/ATP
translokaze 2, tianeptin obrée uticaj stresa socijalne izolacije. Jedan od vezivnih supstrata za
VDACL protein je i holesterol, ¢iji nivo je takode poviSen tretmanom tianeptinom. Sa ovog
stanovista, antidepresivni efekat tianeptina je popravio izolacijom narusen energetski metabolizam
u ¢elijama, $to je u saglasnosti sa prethodnim studijama.38°

Na osnovu promena uocenih kod kontrolne i stresirane grupe zivotinja, vidi se da
biohemijska podloga u stresu modifikuje reakciju na tretman tianeptinom, tako da su
subproteomske promene prilicno drugadije izmedu dve tretirane grupe. Jedinstven efekat

tianeptina viden je kod ekspresije subjedinice ,.e*“ ATP sintaze. Razlog mogu biti i razlike u

osetljivosti hipokampusa, koji u uslovima stresa prolazi kroz strukturne i funkcionalne promene.
Na osnovu uocenih promena, pretpostavka je da je nootropni efekat tianeptina uslovljen
ekspresijom citosolnih i proteina NSM, aktiviraju¢i energetske procese i1 kalbindinom-
posredovanu neurotransmisiju, dok sintetska masinerija posledicno aktivira i komponente

proteazomalnog i sistema antioksidativne zasStite. Rezultati ove disertacije ukazuju na znacaj
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aktivacije energetskih procesa nakon tretmana tianeptinom, sugeriSuc¢i na promene vezane za

mitohondrijalnu teoriju depresije.

6.4. Uporedna analiza molekulskih promena u uslovima stresa i nakon

tretmana antidepresivima

Rezultati ove disertacije ukazuju na kompleksnost biohemijskih promena koje uzrokuje hroni¢na
izlozenost stresu, a koja je U 0snovi ponasanja nalik depresivnom. Analizom na proteinskom nivou,
uoceno je nekoliko naruSenih biohemijskih procesa u hipokampusu, koji su delovanjem lekova
normalizovani. lako je gruba identifikacija biohemijskih puteva prepoznata, ciljane molekulske
promene su teze uocljive. ldentifikovano je nekoliko proteina koji su jednozna¢no promenjeni
delovanjem lekova; spisak svih istovetnih promena izmedu grupa prikazan je u Tabeli 20.
Proteomska analiza hroni¢nog delovanja fluoksetina i tianeptina dala je razlicite obrasce
promena kod kontrolnih i stresiranih zivotinja, tako da je za interpretaciju ucinka leka potrebno
analizirati dvojako ove efekte, s obzirom da neke promene mogu biti maskirane heterogenom

prirodom odgovora na stres, ali 1 tretman Zivotinja.

Tabela 20. Uporedni prikaz citosolnih subproteomskih promena u uslovima stresa, i/ili nakon

hroni¢nog tretmana antidepresivima.

UniProtkB Protein s | KT | isT KF | ISF
Accession No.
Q6P6V0 Glucose-6-phosphate isomerase 2,47 0,69
Q80U96 Exportin-1 1,76 2,68 0,62
P18420 Proteasome subunit alpha type-1 1,57 0,76
Q5PPJ9 Endophilin-B2 15 0,65
AOAO0G2KOL2 | Protein Tom1l2 0,67 0,75
P11980 Pyruvate kinase PKM 0,66 0,67 0,53
D37955 Protein Pgm2I1 0,64 0,46 0,68
D3ZHB7 Protein Ube3c 0,64 0,51
D3zDT1 Protein Epb41I2 0,63 0,64
Q5U300 Ubiquitin-like modifier-activating 0,59 0.75 0,66
enzyme 1
Proteasome (Prosome, macropain) 26S
QSU2S7 subunit, non-ATPase, 3 0,47 0,47
Q5RKI0 WD repeat-containing protein 1 0,43 2,99 0,59
Chaperonin containing Tcpl, subunit 6A
Q3MHS9 (Zeta 1) 0,35 0,54
P04631 Protein S100-B 1,81 1,57 0,59

131



Doktorska disertacija

Q05683 Glutamate decarboxylase 2 1,53 0,63
Q4FzuUs Protein FAMB5A 0,58 0,64
P69897 Tubulin beta-5 chain 0,63 1,74 0,65
Q00981 :.;(t));?/LrJTi]t;nLclarboxyl-terminal hydrolase 1.72 0,68
P47819-2 Isoform 2 of Glial fibrillary acidic protein 2,2 0,72
I7TFKL4 Myelin basic protein transcript variant 1 1,5 0,75
P50398 Rab GDP dissociation inhibitor alpha 0,79 0,71 0,75
035095 Neurochondrin 1,51 0,77
P84079 ADP-ribosylation factor 1 3,18 0,72 1,69
Q5XI173 Rho GDP-dissociation inhibitor 1 1,54 0,71 1,74
P45479 Palmitoyl-protein thioesterase 1 1,73 1,96
P55067 Neurocan core protein 0,77 2,84

Delimi¢no preklapanje u mehanizmima delovanja tianeptina i fluoksetina uo¢eno je samo za

promene proteinske ekspresije za tubulin beta lanac 5 i Rab_GDI1, u smislu smanjene ekspresije,

kao i povecanje nivoa ARF1 i Rho GDI1. Na oshovu navedenog, moze se pretpostaviti da je

delovanje na citosolne regulatorne proteine razvoja nervnih Celija mesto preklapanja
antidepresivnog dejstva oba leka. Kao $to je re¢eno, Rho GDI1 direktno ispoljava znacaj u procesu

regulacije signala posredovanih TrkB proteinima, podsti¢uci procese regulacije morfologije glija

¢elija i ulaska jona kalcijuma. Promene, tj. smanjenje nivoa tubulin beta lanca 5, kao jedne od
komponenti citoskeleta, ide u prilog datom objasnjenju. S obzirom na literaturno dostupne podatke
o povecanju BDNF nakon tretmana antidepresivima, kao i rezultate preklapanja proteomske
analize hroni¢nih tretmana tianeptinom ili fluoksetinom, akcenat antidepresivnog delovanja oba
leka stavlja se na BDNF-TrkB signalni put, kao i na morfoloske procese astrocita u
hipokampusu.“%* Nekoliko proteinskih deregulacija ukazalo je na izmenjenu aktivnost astrocita
nakon tretmana tianeptinom ili fluoksetinom, kao §to su protein S100B, GFAP i glutamin-
sintetaza. Nekonzistentnost uocenih promena izmedu kontrolnih i stresiranih Zivotinja je potrebno
dublje ispitati.

Znatno vecéa konzistentnost delovanja antidepresiva uocava se u subproteomskim promena
u NSM, gde su i fluoksetin i tianeptin neutralisali deregulacije istovetnih proteina uzrokovane
stresom socijalne izolacije (Tabela 21). U NSM su tianeptin i fluoksetin, za razliku od citosolne

frakcije, stimulisali ekspresiju proteina.
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Tabela 21. Uporedni prikaz subproteomskih promena u NSM u uslovima stresa i/ili

nakon hroni¢nog tretmana antidepresivima.

UniProtkB Protein IS KT IST KF ISF
Accession No.

P63039 60_ kDa heat_ shock protein, 5,01 2,32 6,14
mitochondrial

P62815 _V—type proton ATPase subunit B, brain 3,02 1,55
isoform
Dihydrolipoamide S-

G3V6P2 succinyltransferase (E2 component of 3,06 2,59 171
2-oxo-glutarate complex), isoform
CRA a

B2GV33 Amine oxidase [flavin-containing] 2,81 1,91 1,8

D4A133 Protein Atp6vla 2,27 2,9
Dihydrolipoyllysine-residue

P08461 acetyltransferase component of 2,01 1,94 154
pyruvate dehydrogenase complex,
mitochondrial

P34058 Heat shock protein HSP 90-beta 1,96 1,59

G3V6D3 ATP synthase subunit beta 1,77 4,63 3,29

P82995 Heat shock protein HSP 90-alpha 1,74 1,89

P61765 Syntaxin-binding protein 1 1,72 2,91

Q5XI78 2-pxoglutar§te dehydrogenase, 17 26
mitochondrial
Mitochondrial import receptor subunit

RI9PXR4 TOM70 1,67 3,78

Q6P6R?2 D[hydrollpqyl dehydrogenase, 15 1,64 221
mitochondrial

P81155 Voltage-deper_ldent anion-selective 0,65 2.7 1,82
channel protein 2

P35435 A'_rP syntha_se subunit gamma, 0,65 2,03
mitochondrial

D3ZWT8 ATP synthase subunit d, mitochondrial 0,65 2,2

G3V936 Citrate synthase 0,64 3,09 2,59

P04636 Malate dehydrogenase, 0,58 1,92 1,56
mitochondrial

Q9Z2L0 Voltage-deper_ldent anion-selective 0,57 2.78 1,83
channel protein 1

G3V741/P16036 | NOSPhate carrier protein, 0,55 4,19 2,26 217
mitochondrial

PO0507 Aspartate ar_mnotransferase, 0,55 2.74
mitochondrial

MOR7G4 MICOS complex subunit 0,5 5,26

D3ZE15 Protein LOC100911483 0,49 2,3

Q05962 ADP/ATP translocase 1 0,48 1,53

P19511 A'_FP syntha_se F(0) complex subunit B1, 0,48 2,36
mitochondrial

P10888 _Cytochrome c omdase_subunlt 4 0,47 2
isoform 1, mitochondrial
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AOA0G2K5L2 Protein LOC100911440 0,46 3,3

Q09073 ADP/ATP translocase 2 0,42 1,67 2,84 1,89

P67779 Prohibitin 0,41 2,39

D37S58 NADH dehydrogenase [gblqumone] 1 0,33 2,63
alpha subcomplex subunit 2

P29419 ATP synthase subunit e mitochondrial 0,32 10,29 2,59

P11240 Cytochrome_ ¢ oxidase subunit 5A, 0,22 258 2.2
mitochondrial

20788 Cytochrome b-cl cqmplex subunit 0.16 4,56
Rieske mitochondrial

G3V6H5 Mltqchondrlgl 2-oxoglutarate/malate 0.16 416
carrier protein
NADH dehydrogenase (Ubiquinone)

D32G43 Fe-S protein 3 (Predicted), isoform 0,13 5,14
CRA ¢

P15999 A_TP syntha_se subunit alpha, 5,87 1,52
mitochondrial
Succinate dehydrogenase [ubiguinone]

Q920L2 flavoprotein subunit, mitochondrial 4,38 L75
NADH-ubiquinone oxidoreductase 75

QB6HFL kDa subunit, mitochondrial 2,24 16 181

Q9ER34 Aconitate hydratase, mitochondrial 2,06 2,74 2,16

P32551 Cytochromg b-c1 complex subunit 2, 0,31 1,97 2,03
mitochondrial

P10860 Gl_utamate thydrogenase 1, 0,22 1,01 151
mitochondrial

P59215 Guanine nu_cleotlde-blndlng protein 1,49 1,69
G(0) subunit alpha

PO6686 Sod|um/pota55|um—transportlng ATPase 18 17
subunit alpha-2

P05708 Hexokinase-1 1,89 1,64

A0AO97BVIs | 23-oyclic nucleotide 3 2,01 1,65
phosphodiesterase transcript variant 1

F1LX07 Protein Slc25a12 2,08 2,06

E7EKI5 Pyruvgte dehydrogenase E1 component 2,45 1,66
subunit alpha

Dok je hroni¢na socijalna izolacija deregulisala ekspresiju citrat-sintaze, subjedinice 5A
citohrom c-oksidaze, transportera VDAC1, VDAC2, transportera fosfata i ADP/ATP translokaze,

antidepresivi su ove promene normalizovali. Promene u ekspresiji uocene samo od strane jednog

antidepresiva verovatno su specificnost njegovog delovanja, tj. ne oslikavaju mehanizam

antidepresivnog delovanja. Oba antidepresiva su uticala na promene u metabolizmu NSM i

unutarcelijsku dinamiku, s obzirom da su VDAC proteini najvazniji kontrolni proteini ulaska 1

izlaska metabolita iz mitohondrija, ¢ime se kontroliSe unutaréelijska komunikacija. 383

Suprotno od proteomske, metabolomskom analizom dobijeni su prilicno ujednaceni obrasci

promena u kontrolnim i stresiranim Zivotinjama, s tim da je tianeptin izazvao brojnije i znacajnije
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metabolomske promene. Na metabolomskom nivou je stres hroni¢ne socijalne izolacije uglavnom
delovao statisti¢ki zna¢ajnim smanjenjem metabolita ispod kontrolnog nivoa, dok je kod lekova
obrnut uticaj.

Deregulacija nivoa aminokiselina je otkri¢e veceg broja studija koje su se bavile depresijom.
U modelu hroni¢ne socijalne izolacije pokazalo se znacajnim viSestruko smanjenje glicina, Koji
igra vaznu ulogu kofaktora u signalizaciji posredovanoj preko NMDAR, §to upucuje na mogucu
izmenjenost ovog signalnog puta. Medutim, izostaje znacajan efekat antidepresiva. Sa druge
strane, GABA, koja je znacajno smanjena u uslovima izloZenosti stresu hroni¢ne socijalne
izolacije, i prema RF klasifikatoru najznaéajnija promenljiva za razlikovanje izmedu stresirane i
kontrolne grupe Zivotinja, ukazuje na narusenu inhibitornu signalizaciju u hipokampusu. U sluc¢aju
GABA-¢, oba antidepresiva su pokazala efekat vra¢anja nivoa, ukazujuc¢i na znacaj ovog vida
signalizacije kod efikasnog tretmana antidepresivima (Slika 60). Prethodne studije su ukazale na
naruseno funkcionisanje parvalbumin eksprimiraju¢ih GABA interneurona kod Zivotinja izloZenih
stresu socijalne izolacije, koje se normalizuje tretmanom tianeptina i fluoksetina.t*4?1° Takode, u
nedavnim studijama je pokazana naruSena GABA signalizacija u hipokampusu na drugom
animalnog modelu depresije, kao i znafaj ponovnog uspostavljanja GABA signalizacije u
antidepresivnom delovanju vezbanja.*°24%3 Qve aminokiselinske izmene mogu biti znak da
hroni¢na socijalna izolacija narusava NMDAR signalizaciju na GABA-ergi¢kim interneuronima,
Sto rezultira naruSavanjem inhibitorne signalizacije u hipokampusu pacova. Promene u aktivnosti
NMDAR mogu biti rezultat narusenih interakcija sa TrkB i dovesti do poremecaja kognitivnih
funkcija u depresiji.*%* Jedan od vidova regulacije aktivnosti NMDAR preko TrkB je pomocu Ras
proteina.*®® Proteinske promene Ras related Rab 18 proteina, kao i Rho GDI1, koji je u direktnoj
interakciji sa TrkB, jos jedan su od dokaza o promenama na nivou TrkB funkcionalnosti. Oba
antidepresiva su ispoljila svoje delovanje smanjenjem nivoa Rab GDIa, $to je ranije dovedeno u
vezu sa stresnim odgovorom, ali i delovanjem antidepresiva escitaloprama i sertralina.*%¢

Vracanje nivoa piroglutamata na nivo kontrolnog je dokaz promena u ekscitatornoj
signalizaciji, gde je snizen nivo ovog metabolita, koji sluzi kao rezerva glutamata u ¢elijama,*’
verovatno je posledica povecane glutamatne neurotransmisije. Promena piroglutamata takode ide
u prilog inhibitornoj, tj. ekscitotoksi¢noj teoriji depresije. Normalizacija delovanjem antidepresiva
suprotnog osnovnog mehanizma delovanja svedo€i o tome da je reparacija GABA signalizacije

verovatno osnov njihovog zajednickog mehanizma delovanja.
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Slika 60. Graficki prikaz promena GABA-e (A) i piroglutamata (B) u grupama
zivotinja izlozenih hroni¢nom stresu i/ili nakon hroni¢nog tretmana antidepresivima.

Vraanje nivoa piroglutamata na nivo kontrolnog je dokaz promena u ekscitatornoj
signalizaciji, gde je sniZzen nivo ovog metabolita, koji sluzi kao rezerva glutamata u ¢elijama,*°’
verovatno je posledica povecane glutamatne neurotransmisije. Promena piroglutamata takode ide
u prilog inhibitornoj, tj. ekscitotoksi¢noj teoriji depresije. Normalizacija delovanjem antidepresiva
suprotnog osnovnog mehanizma delovanja svedoci o tome da je reparacija GABA signalizacije
verovatno osnov njihovog zajednickog mehanizma delovanja.

Kako se nivo aminokiselina vezuje za kognitivne performanse,*® znagajno poveéanje nivoa

treonina i aspartata, koje je uo¢eno samo nakon tretmana tianeptinom, moze biti osnov nootropnog

efekta ovog leka. Medutim, ove promene je potrebno dodatno ispitati nakon akutne primene leka.
Posebno zanimljivu cinjenicu predstavlja da su u hipokampusu Zzivotinja tretiranih
fluoksetinom i tianeptinom pronadeni znacajno vis$i nivoi ketamina, njegovog metabolita

norketamina i ksilazina (Slika 61). Ovo se moze objasniti samo pojac¢anim afinitetom vezivanja,
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tj. povecanjem broja vezivnih mesta. Poznato je da se ketamin veze za NMDAR i TrkB, dok
ksilazin ima afinitet prema o2-adrenergickim receptorima (AR). Medutim, ovo povecanje moze
nastati i kao posledica promena u propustljivosti krvno mozdane barijere, usled tretmana
antidepresivima, $to je potrebno dodatno ispitati.

Brzo-deluju¢i antidepresivni efekat ketamina objasnjava se kroz antagonizam NMDAR. Ova
disertacija je pokazala da tianeptin i fluoksetin, nakon hroni¢ne primene, verovatno povecavaju
broj NMDAR na povrSini ¢elija Sto, ukoliko postoji njihov inhibitorni efekat na nivou ovog
receptora, moze biti rezultat desenzitizacije i pokusaja ¢elija da normalizuju ovaj vid prenosa
signala.'??> S obzirom na varijacije u sastavu NMDAR na razli¢itim ¢elijama, potrebno je
lokalizovati moguce promene na nivou ovih receptora. Smanjena signalizacija preko NMDAR, ili
cak pojacana AMPAR signalizacija na GABA interneuronima, bi kod odredenog tipa celija
uslovila pad u nivou GABA-g,34% §to je suprotno uocenim promenama nakon tretmana
antidepresivima. S obzirom da je neurogeneza proces stimulisan delovanjem antagonista na
NMDAR,*4 povecan broj NMDAR moze biti rezultat inhibitornog delovanja antidepresiva na ove
receptore. Upravo promene u ekspresiji NMDAR, pra¢ene promenama u niovu GABA-e, mogu
biti veza koja ukazuje na ulogu spomenute signalizacije GABA interneurona hipokampusa u
depresiji 1 delovanju antidepresiva. Regulacija aktivnosti NMDAR takode moZe biti rezultat
stimulisane TrkB signalizacije ili mogué¢eg direktnog vezivanja ketamina za TrkB.*** Nedavno je
predlozen mehanizam kojim stimulacija TrkB suprimira LTD posredovanu NMDAR, odvajanjem
Ras Grfl proteina, ¢ime se takode stimuli$e zadrzavanje NMDAR na povrsini éelija.*®> Poveéan
nivo vezivanja ksilazina, koji se moze vezati za povisene nivoe a2-AR, ide u prilog stimulacije
noradrenalinske signalizacije podstaknute tretmanom dva suprotno deluju¢a antidepresiva.

Povecano vezivanje ketamina, praceno je i ubrzanim metabolisanjem u norketamin, ali samo
kod tretmana tianeptinom. S obzirom da se metabolizam ketamina obavlja preko P450 sistema,
okupacija ovog sistema fluoksetinom je verovatno razlog zasto je metabolizam ketamina smanjen
kod fluoksetinom tretiranih Zivotinja, ¢ak i1 ispod nivoa kontrolnih Zivotinja. Za razliku od
fluoksetina, ovo nije osnovni put metabolizma tianeptina.

Efekat hroni¢nog delovanja fluoksetina i tianeptina se ogleda i kroz normalizaciju lipidnog
statusa u ¢eliji, pri ¢emu su oba leka pokazala trend normalizacije u stresu povecanih nivoa
mononezasi¢enih masnih kisleina, sa izuzetkom 10,12-dokozadinedinoi¢ne kiseline, ¢iji nivo je

delovanjem antidepresiva porastao. Ovaj rezultat je u saglasnosti sa ranijim studijama, koje su

137



Doktorska disertacija

pokazale ulogu polinezasi¢enih masnih kiselina u ublaZavanju simptoma depresije.*!? Fizi¢ko-

hemijska svojstva ove masne kiseline su osnov za moguc¢u ulogu u anti-inflamatornim i oksido-

redukcionim procesima u ¢éeliji.
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Slika 61. Graficki prikaz promena ketamina (A), norketamina (B) i ksilazina (C) u

grupama zivotinja izlozenih hroni¢nom stresu i/ili nakon hroni¢nog tretmana

antidepresivima.
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Depresija se, na osnovu dokaza veceg broja istrazivanja, vezuje za postojanje metabolickog
sindroma kod pacijenata. Stavise, smatra se nekom vrstom biomarkera za ranu dijagnostiku, i
obrnuto.*!! Bolesti koje &esto prati stanje depresije, kao kardiomiopatije, ukazuju na
mitohondrijalnu disfunkciju.** Integrativna studija proteomiksa i metabolomiksa malog mozga na
CUMS modelu, i nakon tretmana Kkortikosteroidima, pokazala je deregulaciju energetskih
procesa.*3414 Rezultati ove disertacije pokazuju da, saglasno navedenim studijama, u uslovima
izlozenosti stresu hroni¢ne socijalne izolacije dolazi do deregulacije energetskog metabolizma,
dok antidepresivi tianeptin i fluoksetin normalizuju ove procese, na S§ta ukazuju povecana
ekspresija proteina i metabolita Krebsovog ciklusa, puta oksidativne fosforilacije, ali i transportera
neophodnih za obavljanje normalnih biohemijskih procesa izmedu mitohondrija i citosola.

Integracijom rezultata omics studija pokazan je i moguéi doprinos inozitol-posredovane
signalizacije u efikasnosti antidepresivnog delovanja tianeptina. Ova cinjenica je dodatno
potkrepljena time Sto tianeptin, kod Zivotinja koje su pokazale normalizaciju imobilnog ponaSanja
u testu prinudnog plivanja, izaziva smanjenje nivoa mio-inozitola, $to nije slu¢aj u grupi zivotinja
rezistentnih na tianeptin.®° Nepromenjen nivo mio-inozitola, nakon tretmana fluoksetina kod
socijalno izolovanih zivotinja, moze biti rezultat specificne dinamike stvaranja i troSenja ovog
molekula. Rezultat ove disertacije ukazuje na ukljucenost ovog signalnog puta u antidepresivhom
delovanju tianeptina, dok je njegov znacaj u antidepresivnom delovanju fluoksetina potrebno
dodatno istraziti. Dokazano je da Li*, neuromodulator koji je pokazao rezultate u lecenju
depresivnog ponasSanja, snizava nivo inozitola u mozgu, inhibiraju¢i inozitol-monfosfatazu.4®
Znacaj mio-inozitola nagovesStava i pozitivna Kkorelacija sa vremenom imobilnosti u testu
prinudnog plivanja.3® Ovi rezultati su poslednji dokaz u nizu rezultata koji ukazuju na verovatno
pojacanu signalizaciju posredovanu preko TrkB. Takode, ovaj rezultat ukazuje na moguce
delovanje antidepresiva preko ograni¢avanja aktivnosti ovog signalnog puta kod astrocita, kao
glavnih producenata myo-inozitola u mozgu. Pored toga, oba antidepresiva su u kontrolnim
grupama zivotinja povecala nivo S100B proteina, takode markera aktivnosti atsrocita. Studije
radene na kulturi astrocita su pokazale znacaj promene u ekspresiji proteina astrocita, vezanih za
metabolizam glikogena, glukoze, kao i promene na nivou glutamata i GABA-e.*!6

Prednost ovog tipa studija, a to je koli¢ina dobijenih podataka, ujedno je i otezavajuca
okolnost, s obzirom da su rezultati potvrdili nekoliko mogucih hipoteza depresije. OgraniCenje ove

disertacije bila je nemogucénost statisticke medugrupne analize podataka kod proteomske studije,

139



Doktorska disertacija

kao rezultat pulovanja uzoraka, $to je onemogucilo uvid u unutar-grupnu varijabilnost proteina i
statistiCku procenu znacajnosti razlika. Sa druge strane, metabolomska analiza je, kao poslednja u
nizu karika biohemijskih procesa, a prva do fenotipskih promena, ukazala na funkcionalne aspekte
proteinskih promena i tako, deduktivnim pristupom, akcentovala najznacajnije (de)aktivirane
puteve, kao odgovor izloZenosti stresu i/ili hroni¢nom delovanju suprotno delujuc¢ih antidepresiva.
Rezultati ove disertacije stavljaju akcenat na promene u energetskom metabolizmu u
hipokampusu, $to je saglasno sa rezultatima kombinovane studije metabolomiksa i proteomiksa
na zivotinjskom modelu blagog hroni¢nog stresa.*'* Promene u ekspresiji relevantnih proteina i
nivoa metabolita, kao §to su GABA, glicin, piroglutamat i holesterol, kao i povecano vezivanje
ketamina, koje je ukazalo na rast broja ili dostunosti NMDAR, ukazali su na vezu ponasanja nalik
depresivnom i antidepresivnog delovanja lekova sa inhibitornom signalizacijom GABA
interneurona, ili specificnom modulacijom NMDAR kod odredenih tipova celija, kao $to su
astrociti.*"-%1° Preklapanje puteva izmenjenih delovanjem oba antidepresiva dalo je uvid u
biohemijske puteve koji su ne samo deregulisani, ve¢ moguée odgovorni za antidepresivni

mehanizam na nivou hipokampusa.
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7. ZAKLJUCCI
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e Hroni¢ni stres socijalne izolacije je deregulisao ekspresiju energetski bitnih molekula, kao i
transportnih proteina u frakciji NSM hipokampusa pacova, ukazuju¢i na naruSenu

funkcionalnost i dinamiku ovih organela.

e Hroni¢ni stres socijalne izolacije je izmenio metabolom hipokampusa pacova, znac¢ajnim
smanjenjem nivoa aminokiselina glicina i GABA-e, a pove¢anjem nivoa mononezasi¢enih

masnih kiselina.

e Metabolomske profile stresirane i kontrolne grupe Zivotinja je moguce razlikovati sa

zadovoljavaju¢om tacnos¢u pomocu RF klasifikatora.

e Prema RF Klasifikatoru, GABA je glavni metabolit divergencije/razlikovanja izmedu

stresirane i kontrolne grupe zivotinja.

e Hroni¢ni tretman fluoksetinom je, prema subproteomskim izmenama, normalizovao

naruSene energetske procese stresiranih zivotinja.

¢ Klasifikatorom na osnovu metabolomskih profila nije moguce razlikovanje grupe Zivotinja

tretiranih fluoksetinom, u odnosu na zivotinje tretirane fizioloSkim rastvorom.

o Antidepresivni efekat tianeptina je uzrokovao povecanje ekspresije energetski vaznih

proteina u frakciji NSM.

e Hroniéni tretman tianeptinom je izmenio metabolomski profil hipokampusa pacova, tako sto
je uglavnom povecao nivo metabolita bitnih za energetski vazne procese, Krebsov ciklus i

put oksidativne fosforilacije.

e Najznacajniji metaboliti divergencije izmedu stresiranih Zivotinja tretiranih tianeptinom i
Zivotinja tretiranih fizioloskim rastvorom su holesterol, mio-inozitol i pantotenska kiselina.
Ovo upucuje na ulogu astrocita kao glavnih mesta stvaranja ovih metabolita u mozgu, sto

potvrduje i znacajna pozitivna korelacija mio-inozitola sa imobilno$¢u kod pacova.

e Pored promena u nivou mio-inozitola, povec¢anje nivoa S100B proteina, markera aktivnosti

astrocita, ukazuje na ulogu astrocita u antidepresivnom delovanju tianeptina i fluoksetina.

e Hroni¢ni tretmani fluoksetinom i tianeptinom uticali su na veée vezivanje anestetika i
analgetika, ketamina i ksilazina, u hipokampusu pacova u stresiranim i nestresiranim

grupama zivotinja, ukazujuc¢i na verovatno povecéano vezivanje za NMDAR, TrkB i a2-AR,
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i, posredno, promene u signalnim putevima regulisanim glutamatom, BDNF i

noradrenalinom.

e Pearson-ova korelaciona analiza ukazala je na mogucu povezanost ponasanja nalik
depresivnom sa poremecajem lipidnog statusa, prvenstveno masnih kiselina, u hipokampusu

pacova.
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Jlucepranujy ca CBHM INpHJIO3MMa Ipelao/jia caM y eeKTPOHCKOM (opMary IOrOJHOM 3a
TPajHO apXHBHPAHE.
Mojy noKTOpCcKy AmcepTalujy moxpameHy ¥ JIMrHTaTHOM PEMO3UTOPHjyMy YHHBEp3HUTETa Yy
bBeorpamy U 10oCTynHY y OTBOPEHOM IIPHUCTYIIy MOTY Jia KOPHCTE CBH KOjH ITOIITYjy oxpenbe
canapxaHe y omabpanom Tumy smnenne Kpearusae 3ajennune (Creative Commons) 3a Kojy
caM ce OJUTy4Ho/J1a.

1. AytopctBo (CC BY)

2. AyropctBo — HekoMepuujainHo (CC BY-NC)

| 3. AytopcTBO — HekoMepuyjaiHo — 6e3 npepana (CC BY-NC-ND) [

4. AyTopcTBO — HEKOMEpIHjaIHO — AeTuTH noj uctuM yciaoBuma (CC BY-NC-SA)

5. AytopctBo — 6e3 npepana (CC BY-ND)

6. AytopcTBo — nenuTH nox uctum ycinouMma (CC BY-SA)
(MonuMo fa 3a0Kpy>KUTe caMo jenHy of mecT nmoHyheHux ymneny. Kparak onuc JMIeHIH
j€ cacTaBHH JIeO OBE H3jaBe).

V¥ Beorpamy, 19.08.2022. god. IMoTnuc ayTopa




1. AyropcrBo. [lo3BosbaBaTe yMHOXaBame, AUCTPUOYIU]y U jaBHO CaoMILTaBame Jena, U
npepajie, ako ce HaBeJle UMe ayTopa Ha HauuH ofipel)eH o1 CTpaHe ayTopa WM J1aBaolla JUIEHIIE,

Yak U y Komepuujanne cepxe. OBo je Hajca000qHM]ja O] CBUX JIMIICHIIH.

2. AyTopcTBO — HekoMepuujajaHo. [[o3BojbaBaTe YMHOXaBamwe, TUCTPUOYLIHM]Y W jaBHO
caomIuTaBame JIeNa, ¥ Ipepajie, ako ce HaBee MMe ayTopa Ha HaYMH oApeleH o cTpane ayTopa

WM AaBaola auneHe. OBa JIMIEHIIa He J03B0JbaBa KOMEPIHMjaIHy yroTpely aena.

3. AYTOpPCTBO — HEKOMEPIHjaJIHO — 0e3 nmpepaaa. /[03BojbaBaTe YMHOXKaBAWHE, TUCTPUOYITH]Y H
JaBHO caomIlTaBame jeia, 0e3 mpoMeHa, NpeoOIMKOBamka WK yHoTpeOe Jefia y CBOM JIely, ako
ce HaBeJle UM€ ayTopa Ha HauMH ozipeheH oj] cTpaHe ayTopa Wiy aaBaona guueHne. OBa quieHna
HE J103B0JbaBa KOMEPIMjaIHy ynoTpeOy nena. Y 0JHOCY Ha CBE OCTaJie JHUIICHIIE, OBOM JTUIEHIIOM

ce orpannyana Hajehu oOuM mpaBa kopuihema fena.

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPUMjaJIHO — 1eJTUTH 101 HCTHUM YCJIOBHMA. /[03BOJbaBaTE yMHOKABAE,
IUcTpUOyLIMjy M JaBHO CaolIITaBame Jeja, U Mpepaje, ako ce HaBele MMe ayTopa Ha HayMH
oapeheH of cTpaHe ayTopa WM JaBaolia JIMLEHIIE U aKo ce Npepaaa AMCTpUOyrpa Mo UCTOM UIIH

cimyHOM JureHioM. OBa JUIEHIIa He 03BOJbaBa KOMEPLHjaIHy ynoTpeOy Aena u mpepaja.

5. AyropcTBo — 6e3 npepaja. J[o3BosbaBaTe yMHOXKaBambe, JUCTPUOYIIH]Y U JaBHO CAOMIITaBAE
nena, 6e3 mpoMeHa, IpeoOIMKOBamka UIIH YIOTpede Jeia y CBOM JIelly, aKo ce HaBeJle UMe ayTopa
Ha HauuH ojpeheH oj cTpaHe ayTopa WM JaBaoua JjuueHine. OBa JMIEHLA J03BOJbaBa

KOMEpIIH]jaJIHy YIIOTpeOy aena.

6. AyTOpCTBO — AeJIUTH MOJ MCTUM YcaoBHMA. J[03BoJbaBaTe yMHOXKaBambe, JUCTPHOYIH]Y H
JaBHO CaoNIITaBame Jiea, U Mpepajie, ako ce HaBeJe MMe ayTopa Ha HauMH ojpeheH ox crpaHe
ayTopa WJIM JaBaolla JIMIEHLIE W aKO ce Mpepaja IUCTpUOyupa MOJ HMCTOM WM CIUYHOM
muneHioM. OBa JMIEHIa J03BOJbaBa KOMEpLUjalHy ynoTpeOy nena u npepaga. CiuyHa je

CO(bTBCpCKI/IM JIMICHIIaMa, OAHOCHO JIMIICHIIaMa OTBOPCHOI KOJA.



